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Introduction générale 
 
« La démence est une marée montante que l’on voit progresser dans le monde », a déclaré le Dr. Magaret 
Chan, Directrice générale de l’OMS lors de la conférence ministérielle sur l’action mondiale contre la 
démence en 2012 à Genève. En 2015, l’OMS considère la démence comme une priorité de santé 
publique et en 2017, l’Assemblée mondiale de la Santé a approuvé le Plan mondial d’action de la santé 
publique contre la démence 2017-2025. 
La maladie d’Alzheimer représente plus de la moitié des cas de démences à travers le monde touchant 
plus de 45 millions de personnes. Cette maladie ne connait aucun traitement curatif et touche 
principalement les personnes âgées. À cause d’une population mondiale vieillissante grâce aux progrès 
de la médecine, du niveau de vie et d’une baisse de la natalité, en particulier dans les pays développés, 
les cas de démences augmenteront d’année en année avec un coût pour la société de plus en plus grand. 
Les démences restent des maladies difficiles à diagnostiquer, pourtant un diagnostic précoce permettrait 
une meilleure prise en charge des patients avec un coût moins important pour la société. 
C’est dans cette optique que plusieurs sondes ont été développées afin de cibler les plaques séniles 
trouvées dans le cerveau des malades d’Alzheimer. Ces plaques formées par le peptide Aβ constituent 
un marqueur de la maladie d’Alzheimer. Ces dernières perturbent le bon fonctionnement des neurones, 
puisqu’elles peuvent se former dans la fente synaptique gênant ainsi les transmissions de l’information 
synaptique par le biais des neurotransmetteurs. Les techniques de diagnostic actuelles reposent entre 
autre sur la détection de ces plaques avec l’utilisation de sondes radioactives dans la Tomographie par 
Emission de Positron ou bien encore d’agents de contraste pour l’Imagerie par Résonance Magnétique. 
Pourtant il a été suggéré que les formes précoces précédant la formation des plaques sont les plus 
dommageables pour le cerveau du patient.  
C’est dans ce cadre global que nos travaux de thèse se situent. Ils sont focalisés sur l’élaboration de 
sondes susceptibles de détecter des formes précoces de l’Aβ. 
Le premier chapitre situe le contexte du projet de la thèse. Les maladies amyloïdes y sont présentées et 
plus précisément la maladie d’Alzheimer. Les symptômes et les différents marqueurs histopathologiques 
de la maladie y sont également décrits. Le chapitre s’intéresse par la suite à l’origine et à la formation 
du peptide Aβ et de son implication dans la cascade amyloïde. Une description de l’agencement spatial 
sous formes de fibres conduisant à la formation de sites d’interaction pour les sondes moléculaires est 
ensuite énoncé. Ces dernières utilisées dans les études in vitro et in vivo y sont décrites en mettant en 
avant leurs différences structurales et leur utilisation dans différentes techniques physicochimiques dont 
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les avantages et les inconvénients sont décrits. Pour finir, ce chapitre comprend une description du motif 
2-aryl-benzothiazole et de ses propriétés physico-chimiques. 
Le deuxième chapitre est consacré à une partie des travaux de synthèse qui ont permis l’élaboration des 
principaux dérivés du 2-aryl-benzothiazole. Un bref résumé de la synthèse des motifs benzothiazole 
introduit ce chapitre qui présente par la suite la voie de synthèse choisie pour produire les différents 
dérivés. Cette voie comporte la synthèse d’une part du motif benzothiazole et d’autre part du motif aryle 
qui sont ensuite couplés pour aboutir au motif 2-aryl-benzothiazole. Une série de réactions permettent 
par la suite de produire les différents dérivés du 2-aryl-BzT portant une fonction chimique différente en 
position 6 du noyau BzT comme les fonctions acides carboxyliques, alcools et aldéhyde ou encore amine 
La synthèse d’un dérivé amine secondaire la NMA sera notamment décrite. 
Ces dérivés servent de base afin d’ajouter des fonctions spécifiques, ce qui est décrit au cours du chapitre 
III. Celui-ci présente la deuxième partie des synthèses effectuées pour produire les sondes permettant 
les études physico-chimiques. Ce chapitre présente les principales difficultés rencontrées ainsi que les 
stratégies développées pour les dépasser, et produire les sondes Fc-BTA, TEMPO-BTA et DA-BTA 
chacune étant associée respectivement aux techniques suivantes : électrochimie, RPE/RMN et 
spectrométrie de masse par photoaffinité. 
Une partie des sondes produites ont été utilisés pour des études par des techniques de fluorescence, de 
RPE et d’électrochimie pour le suivi d’agrégation. Le chapitre IV présente les résultats préliminaires 
obtenus. 
Pour terminer, le chapitre V s’intéresse à l’étude du site d’interaction entre les sondes et le peptide Aβ 
monomérique par RMN et par spectrométrie de masse sur les fibres en utilisant le marquage par 
photoaffinité. 
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Chapitre I : Rappels bibliographiques 
Introduction  
 
L’étude des maladies amyloïdes ou amyloses présentent un intérêt majeur pour la communauté scientifique. 
La compréhension du mécanisme de formation des agrégats amyloïdes caractéristiques des amyloses et leur 
détection permettent de déterminer l’origine de formation et l’identification de certains précurseurs 
moléculaires promouvant ladite agrégation. La connaissance de ces précurseurs est à même de conduire au 
développement de différents outils pour la détection de ceux-ci. Une identification de ces entités 
moléculaires aura un impact positif sur le diagnostic précoce de la maladie améliorant la prise en charge du 
malade, mais aussi des développements thérapeutiques. 
Dans le cadre de cette thèse, des outils moléculaires ont été développés pour favoriser l’étude du peptide 
amyloïde-β (Aβ) et les agrégats dudit peptide présents dans la maladie d’Alzheimer (MA). Cette maladie 
est extrêmement étudiée car elle présente un impact important en termes de santé publique. Nos travaux 
porteront sur le développement d’outils moléculaires basés sur les 2-aryl-benzothiazoles (2-aryl-BzT)  et 
présentant une affinité envers les agrégats amyloïdes. Plusieurs molécules ont donc ainsi été conçues et 
synthétisées servant à l’étude des agrégats via différentes techniques.  
Ce premier chapitre a pour objet une description des données bibliographiques majeures relatives aux 
différentes thématiques abordées ci-dessus, il est divisé en 4 parties : 
Les amyloses feront l’objet d’une première partie consacrée à leur définition ainsi qu’une 
présentation succincte pour trois d’entre-elles. 
La maladie d’Alzheimer sera présentée en deuxième partie avec une description plus poussée de la 
pathologie et de son impact sur notre société. 
Le peptide amyloïde-β et ses différentes formes seront présentés en troisième partie. 
Les outils moléculaires servant à l’étude in vivo ou in/ex vivo des agrégats d’amyloïde-β ainsi que 
la chimie de synthèse autour du motif 2-aryl-benzothiazole (2-aryl-BzT) feront l’objet de la quatrième et 
dernière partie. 
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I. Les maladies amyloïdes  
 
I.1. Définition  
 
L’amylose (ou amyloïdose) est une pathologie caractérisée par dépôts amyloïdes dans les organes du corps 
humain. Les peptides ou protéines ayant la propriété de former ces dépôts amyloïdes impliqués dans des 
processus pathologiques sont dits amyloïdogéniques. Ici, par abus de langage, on les nommera peptides ou 
protéines amyloïdes. Les protéines amyloïdes sont des protéines insolubles qui se déposent généralement 
dans le milieu extracellulaire des organes touchés. À terme, ces dépôts provoquent une modification de 
l’apparence de l’organe touché jusqu’à la destruction de celui-ci.  
Il existe jusqu’à 36 protéines susceptibles de former des amyloïdes connues à ce jour [1] avec des tailles, 
séquences, origines et lieux de dépôts amyloïdes différents. Les amyloses se divisent en deux catégories : 
les amyloses systémiques et les amyloses locales. 
 I.2 Histologie/Description  
 
  I.2.a. Amyloses Systémiques  
 
Ce sont les amyloses dont les protéines amyloïdes sont présentes dans le sérum sanguin et peuvent donc être 
distribuées ensuite à l’ensemble des organes par la circulation sanguine. Dès lors, ces protéines amyloïdes 
se déposent dans les organes nécessitant le plus de sang comme le foie, les reins ou le cœur par exemple 
(Fig. 1). 
 
Figure 1. Micrographie de dépôts d’amyloïdes (en rouge) dans le cas d’une amylose cardiaque. (Copyright © 2011 Michael Bonert) 
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Il existe 2 types principaux d’amyloses systémiques : l’amylose AL et l’amylose AA.  
L'amylose AL ou amylose primaire est une amylose dont le peptide amyloïde est une chaîne légère 
d'immunoglobuline (Ig). Ces Ig sont produites par les plasmocytes, qui dans un cas pathologique prolifèrent 
sans mécanisme de contrôle. Le nombre de plasmocytes augmente entraînant la surproduction de chaînes 
légères d’Ig. Ces peptides produits sont donc secrétés dans la circulation sanguine pour s’agréger sous forme 
de dépôts amyloïdes dans divers organes. 
L’amylose AA ou amylose secondaire survient des suites d’une inflammation chronique issue d’une maladie 
inflammatoire (souvent auto-immune). Le composé principal des dépôts amyloïdes est le sérum amyloïde 
A (SAA), un ensemble d’apolipoprotéines produites par le foie. En cas d’inflammation ponctuelle, le taux 
de SAA augmente puis diminue lorsque l’inflammation diminue. Lors d’une inflammation prolongée, la 
SAA est très augmentée et les protéines produites se déposent dans les tissus.  
I.2.b. Amyloses Locales  
 
Ce sont les amyloses dont le peptide amyloïde ne provient pas de la circulation sanguine mais de l’organe 
lui-même. Ces amyloses sont issues d’une dérégulation de la production du peptide amyloïdogénique 
correspondant. 
Nous présenterons ici 3 cas d’amyloses locales : i) le diabète sucré de type 2, une amylose n’impliquant pas 
le système nerveux central ; ii) la maladie de Parkinson dont le dépôt amyloïde est intracellulaire et iii) la 
maladie d’Alzheimer, dont les dépôts amyloïdes sont extracellulaires. 
i) Dans le cas du diabète sucré de type 2 dit non-insulinodépendant, on retrouve des dépôts d’agrégats 
d’amyline au sein des ilots de Langerhans du pancréas qui produisent l’insuline (Fig. 2).[2] 
L’amyline dont le rôle est de réguler le métabolisme énergétique [3] est naturellement co-secrétée 
avec l’insuline dans un ratio 1:10-100 (amyline/insuline).[4, 5] Dans le diabète de type 2, l’insuline 
et l’amyline seront secrétées en grande quantité. Le dépôt d’amyline entraîne la destruction de ces 
ilots par interaction avec les membranes des cellules.[6] Cela induit la diminution de production 
d’insuline, aggravant ainsi le diabète. 
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Figure 2.Micrographie de dépôts amyloïdes (en rose) dans le pancréas. (Opie, 1901) [7] 
 
ii) Dans le cas de la maladie de Parkinson, il y a présence de corps de Lewy au sein des neurones à 
l’extrémité présynaptique (Fig. 3).[8] Ces corps sont composés principalement de la protéine α-
synucléine (α-syn) composée de 140 acides aminés. Dans les conditions physiologiques normales, 
cette protéine est sous forme tétramérique.[9] Dans la maladie de Parkinson, l’α-syn s’agrège pour 
former les corps de Lewy. Ces agrégats α-syn s’accumulent au sein de la susbstantia nigra et se 
propageront dans les neurones voisins.[10, 11] La substantia nigra est composée de neurones 
dopaminergiques contrôlant le putamen, structure du cerveau responsable de l’apprentissage et de 
la régulation des capacités motrices du corps. À terme, l’accumulation de corps de Lewy cause la 
destruction des neurones dopaminergiques qui ne peuvent plus stimuler le putamen, provoquant les 
effets débilitants de la neuropathie : c’est le syndrome moteur. 
Figure 3. Agrégats de α-synucléines (en marron) sous forme de corps de Lewy dans un neurone. (Spillantini, 1997) [8] 
 
iii) Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, des plaques amyloïdes sont retrouvées dans le cerveau des 
malades (Fig.4). Celles-ci sont composées du peptide amyloïde-β (Aβ) dont les propriétés feront 
l’objet d’une partie ultérieure (cf. §III). Ces plaques amyloïdes se déposent à proximité des neurones 
autour de la zone de l’hippocampe : la zone du cerveau responsable de la mémoire et de l’orientation 
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spatiale ; puis ensuite dans le cortex cérébral [12] responsable des processus cognitifs. Ce dépôt 
empêche une transmission neuronale correcte. Les neurones, n’étant plus excités, finissent par être 
détruits,[13] provoquant la perte de mémoire et des facultés cognitives : c’est le syndrome 
intellectuel.  
Figure 4. Plaque amyloïde diffuse retrouvée dans le cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer. (photographie issue 
de www.neuropathology-weg.org) 
Cette première partie nous a permis de voir quelques exemples de différents types d’amyloses existantes. 
L’équipe de recherche dans laquelle cette thèse a été effectuée travaille principalement sur la maladie 
d’Alzheimer. Elle est présentée dans la deuxième partie de ce chapitre. 
II. La maladie d’Alzheimer  
 
II.1. Généralités  
 
Découverte par Aloïs Alzheimer en 1906, les symptômes décrits ont été reportés dans l’article « Über eine 
eigenartige Erkrankung der Hirnrinde » [14] (« À propos d’une maladie particulière du cortex cérébral ») 
dont une traduction a été écrite en 1995 par Stelzmann et al.[15] Alzheimer décrivait ici une patiente de 51 
ans de l’asile qui présentait une perte de la mémoire, des hallucinations auditives et des délires. Elle souffrait 
également de paranoïa, de désorientation et de déficience cognitive. Lors de l’autopsie, un cerveau atrophié 
avec des signes de dégénérescence est observé. Des coupes de cerveau ont montré la présence de fibrilles 
dans les neurones mais également de petits foyers en forme de grains de millet dispersés dans le cortex. Ces 
deux marqueurs biologiques sont les enchevêtrements neurofibrillaires et les plaques séniles dont les 
caractéristiques seront décrites au §II.3.b. 
La maladie d’Alzheimer (MA) représente plus de 50 % des formes de démence. Elle possède 2 formes : 
l’une dite sporadique, la plus répandue, touchant majoritairement les personnes âgées à partir de 70 ans, 
l’autre d’origine génétique beaucoup plus rare qui touche les individus dès l’âge de 40 ans, parfois même 
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plus précocément. Les principales études statistiques sur la démence indiquent environ 46,8 millions de cas 
à travers le monde en 2015, dont une incidence de 9,9 millions de nouveaux cas par an, selon le World 
Alzheimer Report 2015 (Fig. 5). La démence est directement corrélée avec l’âge : elle touche moins de 
10 % des 65-80 ans, ce taux dépassant les 30 % au-delà de 90 ans.[16] 
Figure 5. A gauche : Répartition des cas de démences à travers le monde en 2015. (World Alzheimer report 2015). A droite : 
Prévalence des cas de démences en pourcent à travers le monde (Alzheimer's Disease, Gunhild Waldemar, Alistair Burns, 2017) 
[16] 
Selon World Alzheimer Report 2016,[17] le coût estimé de la démence à travers le monde s’élève à 818 
milliards de dollars (U.S.) et devrait d’atteindre les mille milliards en 2018. Ce coût colossal s’explique par 
le fait que cette maladie n’est actuellement pas curable, seuls les symptômes peuvent être traités, et ce avec 
une efficacité modérée. La prise en charge des malades de démences se fait au travers de structures adaptées 
et de personnels de soin pour pallier à la perte d’autonomie des patients. Il existe aussi un coût financier non 
négligeable pour l’entourage du malade.  
Concernant la France d’après la fondation France Alzheimer, on compte environ 850 000 personnes 
touchées par la MA en 2012 avec environ 250 000 nouveaux cas diagnostiqués par an. Plus de 2 millions 
de cas sont attendus d’ici 2040.  
De plus, la difficulté à diagnostiquer les cas de démences rend la prise en charge du patient difficile.  
II.2 Signes cliniques  
 
Selon l’ouvrage Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,[18] la MA présente les signes 
cliniques suivants : (i) une perte progressive de la mémoire, d’abord sur le court puis le long terme. Ceci est 
dû au fait que les lésions sont localisées en premier lieu dans l’hippocampe qui est la partie du cerveau 
responsable de la mémoire. (ii) Cette zone est également impliquée dans la navigation spatiale, le patient 
souffrira donc de désorientation. (iii) Le changement d’humeur ou de comportement, avec des signes de 
confusion, des difficultés pour parler ou avaler viennent également s’ajouter à la liste des symptômes. 
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Cette accumulation de symptômes handicapants et la détérioration progressive de l’ensemble des processus 
cognitifs interfèrent dans l’exécution de tâches quotidiennes mais elle impacte également l’environnement 
social et professionnel du patient. Ces signes cliniques représentent une première approche au diagnostic de 
la MA, mais sont peu spécifiques comparés à d’autres démences. La découverte de marqueurs biologiques 
permet un diagnostic plus précis.[19] 
II.3. Histopathologie  
 
II.3.a. Anatomie du cerveau  
 
L’autopsie du cerveau révèle des différences de tailles entre le cerveau d’un patient sain et d’un patient 
atteint de la MA (Fig. 6). En effet, à cause de la dégradation des neurones, le cerveau malade présente une 
atrophie généralement symétrique et se propageant dans toutes les directions. On a ainsi une réduction 
globale de la taille du cerveau. En plus de cette réduction, on note une profondeur accrue des sillions du 
cerveau.[20]  
Figure 6. Comparaison d'un cerveau sain (A) et d'un cerveau atteint d’Alzheimer (B). (Mattson, 2004) [21] 
Le rétrécissement du cortex impacte directement le mécanisme de pensée, et celui de l’hippocampe qui 
entraîne la perte de facultés de mémoire et de navigation spatiale. Les chercheurs se sont donc intéressés 
aux causes de la dégradation des neurones. 
 
II.3.b. Enchevêtrement neurofibrillaires et plaques séniles. 
 
Les enchevêtrements neurofibrillaires (Fig. 7A) et les plaques séniles (Fig. 7B) ont été décrits pour la 
première fois dans l’article d’Alzheimer. [14, 15] Ils sont les marqueurs histo-pathologiques témoignant des 
altérations de l’activité neuronale. Ils sont intracellulaires pour les enchevêtrements fibrillaires et 
extracellulaires pour les plaques séniles. La composition des enchevêtrements a été découverte en 1986 par 
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Grundke-Ibal et al.,[22] et correspond à la protéine Tau hyperphosphorylée. Cette protéine est normalement 
impliquée dans le mécanisme de stabilisation des microtubules du cytosquelette du neurone. 
L’hyperphosphorylation de Tau est également retrouvée dans d’autres maladies neurodégénératives telles 
que la maladie de Parkinson atypique ou encore la maladie de Pick. 
 
Figure 7. Marqueurs neuropathologiques de la MA : (A) Enchevêtrements fibrillaires et (B) Plaques Séniles. (Sastre,2006) [23] 
Les plaques séniles sont quant à elles composées du peptide amyloïde-β. Ce peptide contrairement à la 
protéine Tau est spécifique à la MA. Voilà pourquoi il a longtemps représenté un sujet d’étude majeur pour 
les chercheurs dans la compréhension de la maladie. Et il est proposé que l’apparition des plaques d’Aβ 
précède celle des enchevêtrements fibrillaires.[24] 
III. L’amyloïde-β  
 
 III.1. Généralités  
 
L’amyloide-β (Aβ) désigne un ensemble de peptides globalement hydrophobes composés de 39 à 43 acides 
aminés et comportant une partie N-terminale hydrophile, dont la séquence totale a été élucidée pour la 
première fois par Mori en 1992.[25] Les formes comprenant 40 et 42 acides aminés, nommés respectivement 
Aβ40 et Aβ42, sont les formes majoritaires du peptide dans le cerveau malade dont les séquences en acides 
aminés sont illustrées ci-dessous (Fig. 8).  
 
Figure 8. Séquence primaire de l'Aβ40/42. 
Le peptide Aβ est produit à partir la protéine précurseur de l’amyloïde (amyloid precursor protein : APP) 
par coupure sélective par la β-sécrétase et la γ-sécrétase. L’APP est une protéine transmembranaire dont on 
Chapitre I : Rappels bibliographiques 
 
 
11 
 
a pu démontrer le rôle dans la formation de synapse,[26] la régulation de l’activité neuronale,[27] et 
supposer son activité dans l’export de Fer.[28]  
L’APP comporte 2 voies de protéolyse : une dite non amyloïdogénique qui ne produit pas le peptide 
amyloïde-β et une dite amyloïdogénique produisant ce dernier.[29]  
Dans la voie non amyloïdogénique (Fig.9A) l’APP est clivée par l’α-sécrétase pour donner 2 fragments, 
l’APPsα qui part dans le milieu extracellulaire et l’α-CTF qui reste dans la membrane. Ce dernier subit une 
coupure par la γ-sécrétase pour donner 2 nouveaux fragments : i) le fragment p3, aussi nommé peptide 
amyloïde-β 17-40/42, est extracellulaire et hydrophobe. Son rôle est encore mal connu puisqu’il a été 
démontré qu’il serait à la fois neuroprotecteur [30] et qu’il seraient également impliqué dans l’augmentation 
de la réponse inflammatoire dans la MA et dans la mort cellulaire de neuroblastome par apoptose.[31] ii) 
Le fragment AICD intracellulaire a un rôle supposé dans la transcription de certains gènes.[32] 
Dans la voie amyloïdogénique (Fig. 9B) l’APP est clivée par la β-sécrétase pour donner elle aussi 2 
fragments. Le fragment APPsβ extracellulaire et le fragment β-CTF restant dans la membrane. Ce dernier 
subit également une coupure par la γ-sécrétase pour donner le peptide Aβ d’un côté et le fragment AICD de 
l’autre. 
Figure 9. Dessin réprésentant l'APP et ses différentes voies de clivages peptidiques. La voie A non amyloïdogéniques produisant le 
fragment p3. La voie B amyloïdogénique produisant l'Aβ. (O'Brien, 2011) [29] 
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Le peptide Aβ est produit en minorité en conditions physiologiques normales sans nécessairement conduire 
à la MA.[33] La régulation du peptide Aβ est permise par l’activité protéolytique des protéases dégradant 
l’Aβ (AβDPs).[34] C’est la dérégulation de la production du peptide Aβ qui serait à l’origine de la formation 
des plaques et des dégâts sur les neurones : c’est l’hypothèse de la cascade amyloïde qui sera traitée dans la 
partie suivante. 
III.2. La cascade amyloïde  
 
L’hypothèse de la cascade amyloïde, telle énoncée par John A. Hardy et Higgins en 1992, établirait l’origine 
des plaques amyloïdes β et des enchevêtrements neurofibrillaires.[35] En effet, l’accumulation du peptide 
Aβ, et la formation de plaques, impacterait  l’homéostasie des ions calcium en augmentant leur concentration 
dans le milieu intracellulaire. Cette augmentation d’ions calcium en intracellulaire déclencherait une 
cascade de signaux qui mène à l’hyperphosphorylation de la protéine Tau. L’hyperphosphorylation de Tau 
aurait pour conséquence l’enchevêtrement neurofibrillaire au sein du neurone. Ainsi l’hypothèse de la 
cascade positionne la formation de la plaque amyloïde comme cause de la dégradation du neurone et de 
l’hyperphosphorylation de la protéine Tau. 
La formation des plaques d’Aβ se fait au travers d’un processus d’agrégation (Fig. 10). Cette agrégation 
démarre avec les formes solubles et monomériques du peptide Aβ qui s’assemblent pour former des agrégats 
oligomériques. Ces oligomères servent de base pour former des fibres. Les peptides se replient sous forme 
de feuillet β pour donner des protofibrilles qui à leur tour s’assemblent pour former des fibrilles. Ces fibrilles 
s’aggrégent ensuite pour former les plaques qui se déposent sur les neurones, causant la déstabilisation des 
membranes cellulaires jusqu’à la neurodégénération. 
 
Figure 10. Représentation de l'agrégation du peptide Aβ en plaques séniles. (Graham, 2017) [36] 
Dix ans plus tard, une revue écrite par Hardy et Selkoe met à jour l’hypothèse de cascade amyloïde.[27] 
Plusieurs chercheurs ont démontré que la présence de la plaque amyloïde ne justifie pas la sévérité des 
symptômes. Il a été établi entre autre qu’en dépit d’une inhibition de la formation de fibrilles le peptide 
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Aβ42 demeurait neurotoxique. Des intermédiaires oligomériques nommés ADDLs (pour Aβ-derived 
diffusible ligand) sont formés et causent des dégâts sur les cellules nerveuses en culture.[37] De même que 
les protofibrilles métastables peuvent également induire une neurotoxicité en altérant l’activité électrique 
des neurones provoquant ainsi leur destruction.[38] Ceci conditionne l’évolution de l’hypothèse qui suggère 
de considérer davantage les espèces oligomériques d’Aβ plutôt que les plaques comme espèces 
toxiques.[39] 
D’autres hypothèses ont été énoncées concernant l’origine des molécules neurotoxiques. Certaines d’entre 
elles impliquent la production de peptides tronqués en N-terminal de la séquence peptidique d’Aβ. Un article 
récent de l’équipe de Belfort suggère la formation d’un peptide tronqué par perte des 2 premiers acides 
aminés (Asp et Ala) donnant lieu à la cyclisation de l’acide glutamique pour former un dérivé pyroglutamate 
d’Aβ présentant une stabilité, une abondance et une toxicité accrue par rapport aux peptides Aβ40 et Aβ42, 
en raison d’une mauvaise dégradation.[40] 
Malgré la forte suspicion de la toxicité des espèces oligomèriques, la méconnaissance de leur structure et la 
difficulté à les isoler du fait de leur métastabilité rendent leur étude difficile. La plaque amyloïde reste dès 
lors un sujet d’étude majoritaire sur la MA, car elle offre un cadre d’étude plus reproductible et une 
démarche de rationalisation plus fiable. 
 III.3 Structure des fibres et site d’interaction  
 
La plaque Aβ mais également les agrégats amyloïdes d’autres protéines partagent une structure commune. 
Les travaux de Sunde et Blake [41] par cristallographie par diffraction aux rayons X ont démontré 
l’existence d’une structure dite « cross-β-sheet » dans laquelle le peptide amyloïde se replie sur lui-même 
en feuillet β avec un espacement d’environ 10-11 Å. Les peptides amyloïdes s’additionnent les uns sur les 
autres formant l’axe fibrillaire, l’espace entre chaque feuillet β vaut 4,8 Å (Fig. 11). 
Cet agencement particulier des fibres permet l’existence d’un sillon hydrophobe formé par les chaînes 
latérales des peptides (Fig. 11) où de nombreux ligands peuvent s’intercaler.[42] Ces ligands ont permis 
l’étude des fibres amyloïdes-β ainsi que du phénomène d’agrégation. La partie suivante exposera les 
différents outils qui ont permis de telles études. 
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Figure 11. Structure cross-β-sheet de la fibre d'Aβ. La double flèche représente le sillon hydrophobe des chaînes latérales. 
(Biancala, 2010) [43] 
IV. Outils moléculaires utilisés dans l’étude des plaques d’agrégation.  
 
Cette partie présentera les différentes molécules produites pour l’étude du peptide Aβ dans la MA. Une 
première partie sera consacrée aux structures des molécules « historiques » avec la technique qui lui est 
associée. Une seconde partie sera ensuite consacrée aux différentes améliorations apportées à ces structures 
ainsi qu’à leur utilisation in vitro et in vivo dans l’étude de la MA. 
 IV.1 Les structures « historiques » et leurs techniques. 
 
  IV.1.a. Biréfringence avec le Rouge Congo 
 
La coloration histologique des tissus fut une des premières utilisées dans l’étude des plaques amyloïdes. 
L’une des molécules utilisée est le Rouge Congo (CR). Elle fut synthétisée à l’origine en 1883 par Paul 
Bottiger travaillant pour Bayer dans le but de trouver un colorant à textile sans utiliser de mordant (un 
produit fixant les colorants sur les textiles). Sa structure présente un motif dimérique constitué 
d’azobenzènes (Fig. 12). Des groupements sulfonates assurent à la molécule une bonne solubilité dans l’eau 
(25 g/L à 20 °C), bien que celle-ci présente une tendance à s’auto-assembler par interaction pi-pi conduisant 
à une suspension colloïdale. 
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Figure 12. Structure du Rouge Congo. 
 
 La découverte de l’affinité du CR pour les fibres amyloïdes provient de sa capacité à colorer les plaques 
amyloïdes en rose-rouge sous lumière blanche mais surtout de posséder une biréfringence verte pomme 
(Fig. 13). 
Figure 13. Plaque amyloïde coloré au CR sous lumière blanche (à gauche) et sous lumière polarisée (à droite). 
Cette biréfringence est due à l’orientation du CR se positionnant parallèlement à l’axe de la fibre amyloïde 
au niveau du sillon formé par les chaînes latérales (Fig. 11).[44] Le CR est encore utilisé de nos jours pour 
le diagnostic des maladies amyloïdes systémiques par coloration d’une biopsie de l’organe dans lequel on 
suspecte la présence de dépôts amyloïdes. Cependant il ne peut être utilisé pour le diagnostic de la MA 
puisque la biopsie cérébrale est hautement risquée pour le patient, en particulier au regard de l’information 
qu’elle peut apporter. Ceci a conduit les chercheurs à développer des sondes ayant une structure apparentée 
au CR pouvant être utilisées dans d’autres techniques moins invasives. L’utilisation du CR sera limitée aux 
applications in vitro ou ex vivo. 
IV.1.b. Les Thioflavines T et S et la fluorescence. 
 
La fluorescence est un phénomène de luminescence d’un matériau ou d’une molécule en solution qui après 
avoir été excité par un photon va émettre un photon de plus faible énergie. Ce phénomène peut être expliqué 
à l’aide du diagramme de Jablonski (Fig. 14). En effet, l’absorption d’un photon d’énergie hνA par la 
molécule va porter celle-ci dans un état  excité (S=1) depuis l’état fondamental (S=0). La molécule retourne 
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ensuite à l’état fondamental rapidement en 10-12 s en émettant un photon d’énergie hνB (νB < νA). La 
fluorescence est à différencier de la phosphorescence où la molécule depuis l’état S=1 passe à l’état triplet 
T=1 de manière non-radiative. Puis la molécule retourne à l’état fondamental depuis l’état triplet en émettant 
un photon d’énergie hνC avec (νc < νB < νA) avec un temps beaucoup plus lent de l’ordre de 10-9 s.[45] 
La fluorescence est une technique largement utilisée pour les études liées à la MA et l’hypothèse de la 
cascade amyloïde, en particulier celles faisant intervenir la Thioflavine T (ThT). La structure de la ThT 
présente un motif BzT dérivé en position 2 par une N,N-diméthylaniline et en 6 par un groupement méthyl. 
L’azote du cycle thiazole est méthylé donnant une charge positive permanente à la molécule (Fig.15), ceci 
lui permet d’être parfaitement soluble dans l’eau comparé aux BzT neutres. Une partie sera consacrée à cet 
aspect ultérieurement (cf. §V). Elle fut utilisée pour la détection des agrégats amyloïdes pour la première 
fois par Vassar et Culling en 1959.[46] La ThT est utilisée de nos jours en tant que standard dans l’étude de 
l’agrégation in vitro du peptide Aβ et la quantification des agrégats suite aux travaux de LeVine en 1999.[47] 
Il est à noter qu’il existe la Thioflavine S (Fig. 15) également utilisée dans certaines études ex vivo pour 
détecter les agrégats d’Aβ. [48, 49]  
Figure 14. Diagramme de Jablonski simplifié présentant les transitions d'état de la molécule. 
Croisement intersystème 
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Figure 15. Structure de la Thioflavine T et de la Thioflavine S 
 
 
L’utilisation de la ThT dans l’étude de l’agrégation repose sur le principe suivant :  
En solution, la ThT présente une longueur d’onde d’absorption (λabs) à 412 nm en UV-Vis. Lorsque celle-ci 
est liée aux fibres, sa λabs se décale vers le rouge, passant à 440 nm. En fluorescence, lorsque la molécule est 
liée aux agrégats amyloïdes, l’excitation est à λexc de 440 nm et l’émission λém à 482 nm. Par ailleurs, 
l’intensité de fluorescence de la ThT liée est supérieure de plusieurs ordres de grandeur à celle de la ThT 
libre (Fig. 16). L’effet bathochrome en absorption et l’exaltation de l’émission sont exploités pour étudier 
la cinétique à laquelle l’agrégation du peptide se fait. En effet, la ThT se lie aux feuillets β des agrégats. 
Ceux-ci seront très majoritairement présents au moment de la formation des protofibrilles c’est-à-dire en fin 
d’étape de nucléation. À partir de ce moment-là, l’élongation des fibrilles pour former les fibres se fera très 
rapidement, incorporant de plus en plus de ThT puisqu’il se formera de plus en plus de structures en feuillets 
β jusqu’à l’agrégation complète des fibres qui se traduira par un plateau (Fig. 16).[50] 
Figure 16. Spectre d’émission de la ThT (spectre d’absorption en inset) en présence et absence du peptide (à gauche) / Suivi de la 
agrégation de l’Aβ par la ThT.(Noel, 2013) [50] 
Bien que véritable « gold standard » pour l’étude de l’agrégation des amyloïdes, la ThT souffre de quelques 
défauts. Elle ne peut être utilisée pour des applications in vivo en raison de : i) sa charge positive permanente 
lui assure une grande solubilité dans l’eau mais l’empêche de traverser la Barrière Hémato-Encéphalique 
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(BHE) à l’instar du CR. ii) De plus, ses longueurs d’onde d’émission et d’excitation ne sont pas assez 
grandes pour permettre une pénétration efficace du rayonnement dans les tissus biologiques.  
Son utilisation in vitro présente aussi quelques biais. iii) L’exaltation de sa fluorescence sera dépendante de 
la nature même des fibres Aβ,[47] comme tout fluorophore elle souffre également d’un effet de filtre interne 
(IFE : inner filter effect) rendant difficile les mesures quantitatives,[51, 52] et enfin elle possède une affinité 
relativement limitée pour les fibres avec une constante de dissociation (Kd) de l’ordre du µM.[53]  
Ces problèmes peuvent être résolus en agissant sur différents aspects : i) travailler avec des molécules 
neutres pour augmenter les chances de traverser la BHE, ii) utiliser des fluorophores pouvant émettre dans 
l’infra-rouge (IR) pour augmenter la pénétrabilité des rayonnements à travers les tissus biologiques. iii) 
travailler avec des molécules possédant un déplacement de Stokes (c’est-à-dire la différence entre la λabs et 
λém) suffisamment grande pour limiter l’IFE. Nous verrons dans la partie consacrée à la fluorescence les 
différentes molécules proposées par les chercheurs pour pallier les faiblesses de la ThT. 
 IV.1.c. Les autres structures d’affinité pour l’Aβ. 
 
Curcumine 
 
La curcumine est une molécule naturelle provenant du curcuma traditionnellement utilisée en Inde en 
cuisine et médecine. C’est une molécule apparentée aux polyphénols dont la structure est assez singulière. 
Il s’agit de 2 noyaux phénoliques liés par une chaîne conjuguée 1,6-heptadiène-3,5-dione (Fig. 17) dont les 
2 formes céto et énol sont possibles avec une forme énol majoritaire. 
 
Figure 17. Structure de la curcumine. 
La curcumine a démontré des affinités pour l’Aβ permettant l’inhibition de l’agrégation de celui-ci.[54-57] 
Il est également utilisé en tant que colorant des plaques pour certaines expériences ex vivo.[58] 
  Stilbène 
 
Les stilbènes (SB), dont le membre le plus simple est le diphényléthlène (Fig. 18), ont démontré une affinité 
pour les agrégats Aβ tout comme les noyaux BzT.[59, 60] et ont été utilisé pour développer des structures 
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associés à une ou plusieurs techniques d’analyse des agrégats d’Aβ. Par ailleurs elles possèdent la propriété 
de s’isomèriser sous l’influence de la lumière. 
 
Figure 18. Isomérisation du diphényléthylène. 
IV.1.d. Conclusion sur les structures de bases. 
 
Nous avons vu ici les différentes structures d’affinité pour les agrégats d’Aβ. Nous pouvons constater des 
points communs structuraux entre les différentes molécules : elles comportent un ou plusieurs sites 
aromatiques qui peuvent être conjugués. Cette conjugaison permet de leur conférer un caractère relativement 
plan avec un cœur hydrophobe nécessaire à l’interaction avec le canal hydrophobe des fibres d’Aβ. La partie 
suivante passera en revue les différentes améliorations apportées à ces structures afin de les adapter pour les 
différentes techniques d’études. 
IV.2. Les techniques d’études in vitro/ex vivo. 
 
 IV.2.a. Fluorescence  
 
La fluorescence est l’une des techniques qui a connu le plus de développement de nouvelles molécules 
d’intérêt pour la MA. Simple à mettre en œuvre et peu chère comparée aux ligands radioactifs par exemple, 
elle fut popularisée par l’utilisation de la ThT qui a largement prédominé dans les études in vitro malgré les 
défauts qu’on lui connait. Les efforts des chercheurs ont visé à créer de nouvelles structures de 
reconnaissances de l’Aβ possédant de propriétés fluorescentes utilisables in vivo c’est-à-dire avec des 
longueurs d’onde d’excitation et d’émission dans l’IR. 
Le tableau ci-après présente une liste non exhaustive d’exemples de fluorophores utilisées (Tableau 1). 
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Tableau 1. Liste des principales caractéristiques de fluorescence des composés 1 à 11. 
Composé 
Structure 
analogue 
λexc 
(nm) 
λém 
(nm) 
Affinité Kd 
(nM) 
Type Aβ Types d’études Remarques Réfs 
1 curcumine 600 
670 
670 
650 
24±5,7 
23±1,6 
27±15,8 
Monomères 
Oligomères 
Aβ40/42 
In vitro 
In vivo 
X [61] 
2 curcumine 530 585 480 Oligomères 
In vitro 
Ex vivo 
X [62] 
3 Naphtalène/CR 371 500 1,86±0,22 Agrégats Aβ40 In vitro Utilisable en TEP [63] 
4 Naphtalène /CR 554 619 14,5±3,9 Agrégats Aβ42 
In vitro 
In vivo 
Ex vivo 
X [64] 
5 Naphtalène/CR 410 540 870±280 Agrégats Aβ42 In vitro X [65] 
6 SB 338 680 X X X X [66] 
7 SB 614 648 44,1 Agrégats Aβ42 
In vitro  
Ex vivo 
X [67] 
8a 
Chalcone (Fig. 
22) /SB 
400 532 1590±130 Agrégats Aβ42 
In vitro 
Ex vivo 
X [68] 
8b Chalcone/SB 440 554 2300±280 Agrégats Aβ42 
In vitro  
Ex vivo 
X [68] 
9 Chalcone/SB 445 685 790±50 Agrégats Aβ42 
In vitro  
Ex vivo 
X [69] 
10 
Phénothiazine 
(Fig. 23) 
500 670 7,5±0,4 Agrégats Aβ42 
In vitro  
Ex vivo 
Peut inhiber 
l’agrégation. 
Utilisable en TEP. 
[70] 
11 Porphyrine 399 610 2240 Agrégats Aβ40 In vitro 
Observe la 
formation des 
fibrilles dans les 
cellules 
[71] 
12 
Croconium 
(Fig. 23) 
760 811 X Agrégats Aβ40 
In vitro 
In vivo 
Ex vivo 
Utilisable en TEP 
et PA. 
[72] 
TEP : Tomographie par Emission de Positron ; PA : Photoacoustique 
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Fluorophores basés sur la curcumine  
 
Des molécules basées sur la curcumine ont été utilisées. Chacune ayant subi une optimisation dans des buts 
différents. Par exemple, l’équipe de Ran a développé une molécule appelée le CRANAD-3 (1) (Fig. 18) 
dont la partie dione de la curcumine a permis d’ajouter un motif difluorure de bore similaire aux motifs 
BODIPY permettant d’accéder à des longueurs d’onde d’émission et d’excitation proche de l’IR.[73] Les 
BODIPY ont également été utilisés avec une structure proche de la curcumine par l’équipe de Chang. Dans 
cette molécule, le BD-Oligo (2), il ne subsiste de la curcumine que la partie vinylphénol à laquelle a été 
ajouté le motif BODIPY (Fig.18). Cette structure originale a permis de gagner en affinité sur les formes 
oligomériques avec une augmentation notable de la fluorescence par rapport aux fibres, cette sélectivité 
confère un avantage supplémentaire comparé à la ThT. 
 
Figure 19. Structure du CRANAD-3 et du BD-Oligo. 
 
Fluorophores basés sur le CR 
 
Le CR étant une structure étendue, certaines molécules ont repris uniquement le caractère plan et aromatique 
en ne conservant par exemple que la partie naphtyle (2 cycles aromatiques fusionnés) du CR et en travaillant 
davantage sur les couples de fonctions donneurs et accepteurs de doublets nécessaire à la fluorescence de la 
molécule. Ainsi des molécules type Donneur-pi-Accepteur (D-pi-A) ont été élaborées comme le FDDNP (3) 
(également le premier traceur radioactif utilisé pour la Tomographie par Emission de Positon (TEP) grâce 
à la présence du fluor) (Fig. 20).[63] Cependant ses propriétés fluorescentes (λexc = 371 nm / λem = 500 nm) 
ne sont pas très adaptées pour l’étude in vivo. Voilà pourquoi une autre équipe les a amélioré en ajoutant 
une chaîne buta-1,3-diène afin d’améliorer la composante pi du système D-pi-A pour donner le DANIR (4) 
permettant de déplacer vers le rouge les λexc et λem à respectivement 554 et 619 nm (Fig. 20).[64] Cependant 
les structures aromatiques comme le naphtyle ne présentent pas une solubilité idéale. Ainsi certaines 
structures comme l’ARCAM (5) de l’équipe de Shah se sont vues ajouter une chaîne polyéthylèneglycol 
(PEG) afin de gagner en solubilité (Fig. 20).[65] 
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Figure 20. Dérivés CR à noyau naphtyle de structure D (bleu) – π (orange) - A (rouge). 3 : FDDPN ; 4 : DANIR et 5 : ARCAM. 
 
Fluorophores basés sur le SB 
 
Des molécules ont également été développées à partir du stilbène, certaines stratégies par exemples 
reposaient sur la conservation du motif stilbène avec l’ajout d’un fluorophore basé sur le motif BODIPY 
séparé par une longue chaîne PEG en guise de linker pour la solubilité (6) (Fig. 21). Ceci permettait d’avoir 
d’une part le motif de reconnaissance des agrégats d’Aβ avec le stilbène et d’autre part les propriétés de 
fluorescence intéressantes du motif BODIPY-like.[66] Cependant le risque d’élaborer des structures aussi 
grandes peut fortement limiter la traversée dans la BHE. Malheureusement, le composé 6 n’a pas été testé 
par la suite en condition in vivo. Une autre stratégie consiste à intégrer le motif de reconnaissance avec la 
structure fluorescente comme la molécule BAP-1 (7) de l’équipe d’Ono (Fig. 21). [67] Avec des longueurs 
d’onde d’excitation et d’émission au-delà de 600 nm, elle a pu être testé sur la détection ex vivo des plaques 
d’Aβ dans le cerveau de souris MA après injection intraveineuse démontrant la capacité de passage de la 
BHE. 
 
Figure 21. Structure des composés 6 et 7 : BAP-1. En vert la partie fluorescente, en rouge le motif SB affin pour les agrégats Aβ. 
D’autres structures intéressantes dérivées du stilbène comme les chalcones (8a, 8b et 9) ont été également 
utilisés pour marquer les plaques Aβ (Fig. 22). Des études ont mis en évidence une affinité pour certains 
sites spécifiques présents dans les agrégats amyloïdes chez l’Homme mais pas chez l’animal.[74] Tout 
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comme la ThT, certains dérivés présentent une augmentation importante de la fluorescence en présence 
des fibres.[68, 69] 
 
Figure 22.Structures des composés 8a, 8b et 9 dérivés de la chalcone. 
 
Autres structures 
  
Plus récemment, des structures différentes des structures historiques (CR, ThT, SB…) ont été développées 
afin de conférer des propriétés autres que la fluorescence par exemple comme les dérivés de phénothiazine 
(10) susceptible de d’inhiber l’agrégation dans le cerveau en plus de la détection par fluorescence 
(Fig.23).[70] Ou encore l’usage d’un motif porphyrinique, le NMM (11), qui permet de suivre la formation 
des fibres d’Aβ au sein même des cellules neuronales (Fig.23).[71] Enfin, le motif croconium avec le CDA-
3 (12) ayant des propriétés de fluorescence idéales pour le in vivo (λexc = 760 nm / λem = 811 nm), qui peut 
être utilisé pour le PET grâce à la présence d’un fluor. Par ailleurs cette structure présente également des 
propriétés photoacoustiques (PA) permettant de développer de nouvelles techniques non invasives de 
diagnostic de la MA (Fig.23).[72] 
 
Figure 23. Structures des composés 10, 11 : NMM et 12 : CDA-3. 
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IV.2.b. Résonance Paramagnétique Électronique (in vitro) 
 
La Résonance Paramagnétique Électronique (RPE), à l’instar de la Résonance Magnétique Nucléaire 
(RMN), est une technique basée sur la sensibilité magnétique des particules possédant un spin magnétique 
non nul et non nucléaire. Cette technique présente l’avantage d’être plus sensible que la RMN car le rapport 
gyromagnétique de l’électron γe/2pi est bien est supérieur à celui du proton γH/2pi (respectivement 28 025 
MHz.T-1 et 42,5 MHz.T-1). Par ailleurs, la présence d’électrons célibataires est très rare dans les milieux 
biologiques, ce qui permet d’obtenir un bon rapport signal/bruit.[75]  
Pourtant, il n’existe à ce jour qu’une seule étude RPE impliquant un ligand ayant une affinité pour les 
agrégats d’Aβ qui a été faite par l’équipe de Yamada en 2011.[76] Ce ligand est basé un motif 2-aryl-BzT 
auquel un motif radical nitroxyl a été greffé soit sur la partie BzT (13) soit sur la partie aryle (14) (Fig. 24). 
Ces études ont pu mettre en évidence l’affinité de ces ligands pour les fibres d’Aβ par mesure du temps de 
corrélation rotationnel. C’est une propriété intrinsèque du radical qui change selon la viscosité du milieu, la 
température, et la taille de la molécule porteuse du radical. Ainsi une liaison aux agrégats de peptides change 
la mesure du temps de corrélation rotationnel.[77]  
 
Figure 24. Structure des dérivés radical nitroxyle du benzothiazole 13 & 14. 
Ces deux structures ont été élaborées afin d’observer s’il existe des différences d’effets sur l’interaction 
avec l’Aβ par rapport à la position du radical. Il a été montré que la fluorescence du dérivé 13 ne semble 
pas être affectée par la présence du radical contrairement au dérivé 14. De plus, le radical 13 semblerait 
inhiber l’agrégation contrairement le radical 14 qui la promeut lorsque leur concentration augmente. La 
même expérience avec les mêmes dérivés privés du radical montrent que les ligands n’ont aucune influence 
sur l’agrégation concluant sur l’influence possible du radical nitroxyle sur l’agrégation.  
Il semblerait donc que le dérivé 13 soit un meilleur candidat que le dérivé 14 pour l’usage d’une sonde 
bimodale fluorescence/RPE. 
 L’apport d’un tel type de ligand permettrait également d’évaluer par différents technique de RPE pulsée 
(PELDOR, DEER) la distance interspin entre chaque site d’interaction des ligands des agrégats d’Aβ.[78] 
Ce qui justifie la mise point de développements synthétiques efficaces pour accéder à ce type de substrats. 
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IV.3 Études in vivo  
  
IV.3.a. Tomographie par Émission de Positons  
La TEP est une technique d’imagerie qui repose sur la capacité du noyau radioactif à émettre une particule 
β+ appelée positon dont le trajet dans la matière sera relativement court. En effet β+ étant la particule 
antimatière de l’électron, elle effectue avec ce dernier, une réaction d’annihilation qui génère 2 photons de 
même énergie (511 keV) émis dans la même direction mais en sens opposé l’un de l’autre. Ces 2 photons 
seront alors perçus par les capteurs dans une courte fenêtre de temps. La position de la réaction 
d’annihilation sera alors déterminée et tous les évènements cumulés permettent de donner l’image 
tridimensionnelle (Fig. 25). 
 
Figure 25. Schéma explicatif du principe de la TEP. 
Le tableau ci-après, adapté de [79] répertorie les différents noyaux utilisés pour l’imagerie 
TEP (Tableau 2) : 
Tableau 2. Propriétés des principaux noyaux radioactifs utilisés en PET. 
Noyaux 
émetteur β+ 
Temps de 
demi-vie t1/2 
(min) 
Energie maximale du 
rayonnement β+ 
(MeV) 
Libre parcours 
moyen (mm) 
11C 20,3 0,97 4,1 
13N 10 1,20 5,4 
15O 2 1,74 8,2 
18F 110 0,64 2,6 
64Cu 762 0,66 2,7 
68Ga 68,1 1,94 9,0 
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Parmi les noyaux les plus utilisés pour l’imagerie par PET, le fluor 18 (18F) dont la période radioactive est 
de 110 minutes et le carbone 11 (11C) dont la période radioactive est d’environ 20 minutes ont eu une place 
prépondérante pour le marquage des petites molécules. En particulier, le FDG ([18F] fluorodésoxyglucose) 
un marqueur PET commercial, a été exploité pour tenter de mettre en évidence une dégénérescence 
cérébrale. En effet dans la MA, le cerveau fonctionnant moins bien, il nécessite un métabolisme de glucose 
bien moins important que chez la personne saine.[80] Cependant une activité en déclin du cerveau n’est pas 
toujours synonyme de MA. Ainsi, chez les personnes en état de dépression sévère, on note également une 
baisse de l’activité cérébrale.[81] C’est pour cette raison qu’il a été développé des marqueurs plus 
spécifiques de la MA, en l’occurrence des sondes ayant une affinité pour les plaques séniles dont une liste 
non exhaustive est donnée dans le tableau ci-après (Tableau 3). 
Tableau 3. Principales propriétés des composés 15 à 21 utilisés en PET. 
Composé 
Structure 
analogue 
Noyau 
radioactif 
Réaction 
d’ajout 
Constante 
dissociation 
(nM) 
Références 
15 BzT 11C SN2 1-2 [82] 
16 BzT 18F SNA 0-7 [83, 84] 
17 BzT/SB 18F SN2 17,7 [85] 
18 BzT 68Ga 
Chélation 
du métal 
10,8 [86] 
19 BzT 64Cu 
Chélation 
du métal 
244 [87] 
20 BzT 64Cu 
Chélation 
du métal 
34 [87] 
19 SB 11C SN2 X [88] 
20a SB 18F SN2 2 [89, 90] 
20b SB 18F SN2 2-4 [91] 
21 CR 11 SN2 27 [92] 
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Basé sur le motif BzT 
 
Le premier radiotraceur en TEP crée pour la détection des plaques d’Aβ dans le cerveau est le composé de 
Pittsburgh B (PiB ; 15), un dérivé neutre de la ThT, dont l’absence de charge permet le passage de la BHE 
(Fig. 25).[82] Il semble se lier spécifiquement aux plaques Aβ ce qui augmente son accumulation dans le 
cerveau chez la personne atteinte de la MA et donc donne un signal plus intense en TEP au bout d’un temps 
donné par rapport au sujet sain (Fig. 25). L’ajout du noyau radioactif se fait par l’attaque du groupement 
NH2 sur l’iodométhane marqué au cours d’une réaction de substitution nucléophile de type 2 (SN2). 
    
Figure 26. Structure du composé 14 : PiB (à gauche) / Comparaison d'une imagerie TEP du cerveau chez un patient sans et un 
patient MA après administration du PiB (à droite).  
L’inconvénient est que la synthèse de ce ligand doit se faire le plus rapidement possible en raison de la faible 
période radioactive du 11C (20 min), ce qui signifie qu’on l’on perd environ 97 % de l’activité radioactive 
1h40 après la génération du 11C. Le flutemetamol (15),[83, 84] a ainsi été développé pour remplacer le 11C 
par le fluor 18 (18F) qui a une période radioactive plus longue (110 min). Approuvé en 2013 pour un usage 
clinique, il possède la même structure que le PiB, à ceci près qu’il possède un 18F sur sa partie aryle en 
position ortho de la méthylamine (Fig. 26).  
 
Figure 27. Structure du composé 15 : Flumetamol. 
L’introduction du fluor s’effectue donc par une substitution nucléophile aromatique (SNAr). Cette réaction 
est peu favorable puisque d’une part le carbone subissant la SNAr est en ortho du groupement NHMe et que 
le groupement attracteur se trouve en méta ce qui ne favorise pas la formation de l’intermédiaire de 
Meisenheimer. Cela signifie qu’en dépit d’une période radioactive plus longue du noyau, le temps et la 
difficulté de synthèse augmentent également. L’idéal est de pouvoir donc ajouter le 18F au cours d’une 
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réaction de SN2 plus aisée comme c’est le cas par exemple pour le [18F]-7B (17) combinant le motif stilbène 
et le motif BzT (Fig. 27).[85] 
 
Figure 28. Structure du composé 7B. 
Une autre stratégie repose également sur l’adjonction d’une structure chélatante au motif de reconnaissance 
de peptide (Fig. 29). L’équipe de Watanabe a ainsi développé un traceur composé d’un chélateur du Gallium 
68 (68Ga) ajouté à un motif 2-aryl-benzofurane (18).[86] L’avantage de l’emploi d’un chélateur accolé à une 
entité de reconnaissance est qu’il permet de changer la technique d’étude par le changement du centre 
métallique, par exemple le technétium 99m (99mTc) pour la Tomographie d’Emission MonoPhonotique 
(TEMP) (cf. §IV.2.b.) ou encore l’utilisation du Gadolinium pour l’Imagerie par Résonnance Magnétique 
(IRM) (cf. §IV.2.c.). Le gallium a été également remplacé par le cuivre 64 (64Cu) pour l’imagerie TEP tout 
d’abord en conversant la même structure (19) puis en retirant les groupements acétates (20) ce qui a permis 
d’améliorer l’affinité du ligand envers l’Aβ42 (243,5 nM pour le composé 19 contre 33,7 nM pour le 
composé 20).[87] 
 
Figure 29. Structure des composés 18, 19 et 20. 
 
 
Basé sur le motif SB 
 
Le premier radiotraceur basé sur le SB et testé en essai clinique fut le SB-13 (21) à partir duquel ont été 
développées 2 molécules utilisées en diagnostic clinique : le Florbetabir (22a) [89, 90] approuvé par 
l’Europe et les USA en 2013 pour l’usage clinique, et le Florbetaben (22b) (Fig. 30).[91] On peut remarquer 
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ici l’ajout d’une chaîne PEG qui permet l’ajout du 18F par SN2 mais également pour augmenter la solubilité 
des SB dans l’eau.  
H
N
X O
O
O
18
F
22a : X=N Florbetabir
22b : X=CH Florbetaben
H
N
H3
13
C
OH
21 : SB-13
 
Figure 30. Structure des composés 21 : SB-3 ; 22a : Florbetapir et 22b : Florbetapen. 
 
Basé sur le CR 
 
Un dérivé du CR a également vu le jour. Il s’agit de l’X-04 (23) dont la structure par rapport au CR a été 
réduite et rendue neutre pour augmenter les chances de passage de la BHE (Fig. 31).[92] Cependant le 
radiomarquage n’a pas un excellent rendement. En effet il y a 3 sites possibles de réaction du 13CH3I avec 
un groupement OH. Cette structure a permis tout de même la synthèse du (E,E)-1-fluoro-2,5-bis(3-
hydroxycarbonyl-4-hydroxy)styrylbenzene (FSB) qui sera utilisée pour une technique particulière d’IRM 
(cf. §IV.3.c.). 
 
Figure 31. Structure du composé 23 : X-04 comparée à celle du CR. 
IV.3.b. Tomographie par Emission Monophotonique  
 
La TEMP, tout comme la TEP, est une technique d’imagerie reposant sur l’utilisation des traceurs 
radioactifs. Ici, les isotopes sont des émetteurs de particules γ, des photons de haute énergie. L’acquisition 
de l’image se fait grâce à une γ-caméra qui tourne autour du patient afin de capter les photons γ. On peut 
ainsi reconstruire une image en 3D de l’organe et de son métabolisme. Les émetteurs de particules γ 
traditionnellement utilisés sont le technétium 99m (99mTc) qui a une période radioactive de 6 heures, et l’iode 
123 (123I) dont la période radioactive est de 13,2 heures (Tableau 4). Il est à noter que pour les tests en 
laboratoire l’iode 125 (125I) sera préféré en raison de son temps de demi-vie plus long qui est de 59 jours. 
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Tableau 4. Noyaux radioactifs utilisés en TEMP. 
Noyaux émetteur γ Temps de demi-vie t1/2 (h) Energie du rayonnement (keV) 
99mTc 6 140 
123I 13,2 159 
 
Le tableau suivant présente une liste non exhaustive de structures élaborées en vue d’une utilisation en 
TEMP (Tableau 5). 
Tableau 5. Liste des principales propriétés des composés 24 à 28. 
 
Basé sur le BzT 
 
L’iode a été ajouté dans un cycle aromatique par une iododéstanylation avec I+ sur des dérivés stanneux de 
molécules basées sur le motif 2-aryl-BZT comme le TZDM (24a), ou basées sur le motif 2-aryl-benzoxazole 
comme l’IBOX (24b) (Fig. 32).[93] Le remplacement du soufre par l’oxygène a permis une entrée plus 
rapide dans le cerveau mais un temps de lavage plus lent. Un autre dérivé de la BzT, le 2-arylbenzodiazole 
comme l’IMPY (25) a été utilisé en guise traceur radioactif (Fig. 32). Ce motif particulier présente bien une 
bonne affinité pour le peptide Aβ mais qui demeure moindre par rapport au motif BzT.[94] 
Composé 
Structure 
analogue 
Noyau 
radioactif 
Réaction 
d’ajout 
Affinité (nM) Type d’agrégats Références 
24a BzT 125I SNA 0,9±0,2 Agrégats d’Aβ40 [93] 
24b BzT 125I SNA 0,8±0,2 Agrégats d’Aβ40 [93] 
25 BzT 125I SNA 15±5 Agrégats d’Aβ40 [94] 
26 BzT 99mTc chélation X Agrégats d’Aβ [95] 
27 BzT 99mTc chélation X Agrégats d’Aβ [96] 
28 CR 99mTc chélation 630 Fibrilles Aβ40 [97] 
29 CR 99mTc chélation 160 Fibrilles Aβ40 [97] 
30 CR 99mTc chélation X Agrégats d’Aβ [98] 
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Figure 32. Structure des composés 24a : TZDM, 24b : IBOX, 25 : IMPY. 
L’élaboration d’une structure chélatante accolée au motif BzT a également été produite. Il s’agit d’un 
chélateur du 99mTc. La structure chélatante a été accolée en position 2 (26) ou en position 6 du 2-aryl-BzT 
(27) (Fig. 33). Il s’avère que le composé 26 est incapable de traverser la BHE à cause de son instabilité 
métabolique qui le transforme en composé polaire.[95] Le composé 27 quant à lui est capable de pénétrer 
la BHE.[96] Ces observations suggèrent que la position 6 du BzT est à privilégier davantage que la position 
2 en vue d’une modification ultérieure.  
 
Figure 33. Structure des composés 26 et 27. 
 
Basé sur le CR 
 
Des sondes basées sur le CR ont également été mises au point avec l’utilisation d’un chélateur du 99mTc 
intégré à la structure (Fig. 34). Celui-ci peut par exemple être intégré à la structure de reconnaissance des 
agrégats d’Aβ basée sur le CR (28 ; 29).[97] Cependant l’affinité de ces dérivés n’est pas élevée par rapport 
à d’autres molécules (Kd = 630 nM et 160 nM respectivement). De plus leur capacité à traverser la BHE 
n’a pas été démontrée. Une autre version du composé 29 a été synthétisée dans laquelle la structure 
chélatante est ajoutée à la structure par l’intermédiaire d’une liaison amide au lieu d’être intégrée (30), elle 
échoue cependant à passer la BHE en raison de son haut poids moléculaire.[98] 
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Figure 34. Structures des composés 28,29 et 30. 
 
IV.3.c. Imagerie par Résonnance Magnétique  
 
L’IRM est une technique d’imagerie basée sur la propriété des noyaux qui possèdent un spin magnétique 
sensible aux variations de champ magnétique. Dans le corps, ce sont les protons de l’eau des tissus qui 
seront les noyaux magnétiques utilisés. Tout comme dans la RMN utilisée en chimie analytique, le spin 
magnétique du proton sera aligné avec celui de l’appareil qui génère un champ magnétique fort. Ensuite, 
des champs magnétiques oscillants sont appliqués pour modifier légèrement cet alignement de spin lors du 
phénomène de précession. A l’arrêt des champs magnétiques oscillants, les spins retournent à leur 
alignement d’origine au bout d’un temps donné qui sera mesuré par l’appareil pour générer l’image. En 
créant un gradient de champs magnétiques oscillants, cela permet d’avoir accès à l’ensemble des tissus du 
corps. 
Actuellement, cette technique est utilisée dans le diagnostic de la MA pour vérifier la diminution 
volumétrique de l’hippocampe, [99, 100] ou encore l’atrophie cérébrale globale. La détection spécifique des 
agrégats d’Aβ par IRM fait actuellement l’objet de recherches.  
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Basé sur le motif BzT 
 
Quelques sondes IRM formées, à partir du PiB auquel un complexe de gadolinium Gd(III) a été greffé, ont 
été conçues (31a, 31b, 31c) (Fig. 35).[101-103] En IRM, les complexes de Gd(III) servent d’agents de 
contraste pour améliorer le signal en IRM. Couplés aux 2-aryl-BzT, ils permettent d’augmenter le contraste 
spécifiquement aux lieux de dépôts des agrégats d’Aβ. Cependant, ces complexes de Gd échouent à passer 
la BHE en quantité suffisante pour être détectés par IRM. En effet la stabilisation du Gd(III) requiert un 
grand nombre de fonctions chélatantes, en particulier de ligands ioniques, rendant le complexe plus 
hydrophile. De plus la masse de ces 3 molécules approche les 1000 Da ce qui est trop haut pour traverser 
efficacement la BHE par diffusion passive selon les règles de Lipinski (cf. V). 
 
Figure 35. Structure des composés 31a, 31b et 31c. 
Basé sur le CR 
 
Un autre type de sonde IRM a été développé autour du motif du CR pour donner le FSB (Fig. 36).[104] Des 
tests chez la souris transgénique ont permis de démontrer que cette molécule est capable de traverser la 
BHE, et de se lier de manière spécifique aux plaques d’Aβ. 
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Figure 36. Structure du composé 32 : FSB. 
L’intérêt de ce type d’approche est d’utiliser le signal proton de l’eau pour obtenir la structure du cerveau 
et le signal IRM du 19F afin de localiser les plaques d’Aβ.[105] La comparaison d’une coupe de cerveau par 
IRM avec la même coupe de cerveau, à laquelle des anticorps anti-Aβ ont été ajoutés, pour faire de 
l’immunohistofluorescence nous montre des localisations proches entre le signal du 19F par IRM et la 
présence de plaque d’Aβ (Fig. 33). De plus, ce type de technique permet d’éviter l’emploi de complexes à 
base de Gd(III) connus pour être néphrotoxiques chez les personnes atteinte d’insuffisance rénale 
sévère.[106] 
 
 
Figure 37 Comparaison de l'IRM du fluor et celui du marquage d'Aβ par immunofluorescence [105] (Higuchi, 2005) 
 
IV.4 Conclusion sur les techniques 
 
Nous avons jusqu’ici passé en revue les différentes techniques in vitro et in vivo permettant d’étudier la 
MA. Chacune présente des avantages et des défauts qui sont présentés dans le tableau ci-après (Tableau 6). 
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Tableau 6. Avantages et inconvénients des différentes techniques, d’après [107] [108] 
Techniques Avantages Inconvénients 
Fluorescence 
- Faible concentration : nM 
- Plutôt bon marché et accessible 
- Plutôt Sensible 
- Grande stabilité temporelle 
- Spécifique de l’interaction donc plutôt 
résolutive 
- Equipement pour le NIRF peu 
répandu 
- Rayonnement peu pénétrant (< 1 cm) 
- Phénomène de background corporel 
RPE 
- Sensible 
- Permet des cartographies très précises 
de site d’interaction. 
 
- Concentration moyenne 
d’utilisation : µM 
- Très peu/Pas d’application clinique 
PET 
- Très faible concentration : pM - nM 
- Plutôt résolutive (5-7 mm) 
- Rayonnement très pénétrant 
 
- Très chère 
- Irradiation 
- Moins répandue que la TEMP 
TEMP 
- Très faible concentration : pM – nM 
- Rayonnement très pénétrant 
 
- Plutôt chère 
- Irradiation sur longue durée 
- Moins résolutives que TEP (10 mm) 
IRM 
- Non radioactive 
- Permet d’accéder aux structures du 
corps humain entier 
- Extrêmement résolutive 
- Concentration élevée : µM – mM 
- Peu sensible 
- Gd peut être toxique 
- Très chère 
 
Chaque technique peut ainsi compléter les faiblesses des autres. Par exemple, la fluorescence est très peu 
pénétrante contrairement à la TEP mais elle est bien plus spécifique et sa durée de vie est virtuellement 
infinie si elle est bien conservée. L’IRM permet d’avoir accès aux structures du corps entier mais est limitée 
par son manque de sensibilité pour la détection des liaisons. Cela peut être compensé par l’utilisation d’un 
traceur radioactif. C’est ainsi que la recherche médicale s’intéresse de plus en plus aux sondes multimodales. 
Elles permettent à partir d’une seule molécule d’effectuer plusieurs examens, parfois simultanément. Cela 
permet d’avoir les informations souhaitées en un temps plus court ce qui est un avantage pour le patient qui 
attend moins longtemps, et également pour la santé publique qui profite au long terme d’une économie 
d’argent.  
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V. Le motif Benzothiazole 
 
Les parties précédentes ont permis de passer en revue les différents types de structures existantes démontrant 
une affinité pour les agrégats d’Aβ. Dans le cadre de ce projet, nous avons porté notre choix sur le motif 2-
aryl-benzothiazole. Ce choix a été motivé par le fait que ces dérivés présentent globalement des constantes 
de dissociation ou d’inhibition de l’ordre du nanomolaire dans la littérature démontrant une affinité 
appropriée. Par ailleurs, le motif benzothiazole est une base moléculaire extrêmement étudiée ayant une 
grande quantité d’applications dans le domaine de la santé. Il peut être utilisé comme antimicrobien, 
anticonvulsivant, antidiabétique par exemple. [50, 109] 
Les travaux de Klunk [110, 111] ont mis en évidence que la charge positive permanente de la ThT lui était 
défavorable pour l’utilisation in vivo puisqu’elle ne peut traverser la BHE. L’utilisation du dérivé neutre 
permet d’améliorer grandement le caractère lipophile, le dérivé 6-Me-BTA-1 présente un coefficient de 
partage octanol/eau (Poct/eau) 600 fois supérieur par rapport à la ThT (PThT = 3,71 << PBTA-1 = 2290), assurant 
ainsi sa meilleure capacité à pénétrer la BHE (Fig. 38).  
Le coefficient de partage fait partie de l’un des critères retenu par Lipinski dans ses célèbres « règle des 
cinq » (RO5 = rule of five) [112, 113]. Ces RO5, élaborées en 1997, permettent de prédire si une molécule 
possède les propriétés physico-chimiques nécessaires pour une administration orale ; c’est-à-dire 
suffisamment soluble pour circuler dans la lumière du tube digestif et suffisamment lipophile pour être 
absorbé par le système digestif. Cette approche heuristique permet d’augmenter les chances de succès 
qu’une molécule pharmaceutique puisse être mise sur le marché. 
Voici les règles telles qu’énoncées à l’origine, la molécule devra comporter : 
- Un maximum de 5 donneurs de liaison d’hydrogène 
- Un maximum de 10 accepteurs de liaison d’hydrogène 
- Une masse molaire inférieure à 500 daltons 
- Un Log P inférieur à 5 
Bien entendu ces règles peuvent également être utilisées afin de développer des molécules utilisables in vivo 
pour le diagnostic par exemple. Par contre, il ne s’agit pas de règles absolues, il existe beaucoup 
d’exceptions aux règles de Lipinski. 
Des mesures de pKa par RMN 1H ont évalué un seul pKa aux alentours de 2,0 pour le dérivé 6-Me-BTA-0 
au niveau de l’azote en position 4’, démontrant sa neutralité à pH physiologique (Fig. 38). La variation du 
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nombre de groupements méthyle liés sur ce même azote joue également sur son affinité avec les agrégats 
d’Aβ40. Ainsi, il a été démontré que le 6-Me-BTA-1 possède l’affinité la plus grande envers les agrégats 
d’Aβ40 (Ki = 20,2±3,0 nM) par rapport au 6-Me-BTA-0/2 (BTA-0 : 30,3±5,9 nM et BTA-2 = 143±19 nM). 
[110, 111, 114] 
 
Figure 38 Structures des différents dérivés non-chargés de la ThT. 
Cependant, le fait de vouloir rendre la molécule la plus hydrophobe possible limite, de facto, sa solubilité 
dans l’eau. Une molécule hydrophobe s’accumule bien dans les tissus adipeux et se lie à certaines protéines 
sériques, ce qui limite donc son élimination. Elle peut aussi précipiter dans la circulation sanguine. Cette 
mauvaise solubilité est compensée par l’ajout de DMSO dans l’eau pour l’améliorer. Ceci est généralement 
suffisant pour les études in vitro/ex vivo où les systèmes d’études (solvant utilisé, température, tampon, sels, 
etc.) sont généralement maîtrisés. Par contre cette solution est moins applicable pour les études cliniques où 
la limitation de produit injecté au patient est à prendre en compte. 
VI. Conclusion et projet de recherche 
 
À travers ces rappels bibliographiques nous avons pu constater que la MA reste un sujet soulevant encore 
de nos jours beaucoup de questions quant à son étiologie et ses mécanismes d’action. Les outils moléculaires 
d’études de la MA sont nombreux et chaque technique associée à ces molécules a ses propres avantages et 
inconvénient. La détection des formes précoces de l’Aβ reste un enjeu scientifique majeur. 
Ainsi, dans le cadre de nos travaux de thèse, nous avons pour but de synthétiser différents motifs 2-aryl-
BzT afin de les utiliser dans différentes techniques pour permettre un suivi de l’agrégation du peptide Aβ 
ainsi que l’étude du site d’interaction entre les fibres et le ligand. 
Nous avons donc dans un premier temps élaboré différents dérivés des 2-aryl-BzT dont la fonction chimique 
en position 6 est variable. Parmi ces dérivés, on propose la NMA (Fig. 39) : un dérivé neutre de la ThT 
comportant une fonction amine secondaire : ceci permet d’avoir un proton « labile » conférant à la molécule 
une charge positive. Cependant en raison de l’équilibre pKa, une fraction de la molécule pourrait être neutre 
Chapitre I : Rappels bibliographiques 
 
 
38 
 
et donc susceptible de traverser la BHE. Cette molécule pourrait constituer un nouvel outil pouvant être 
utilisé à la fois en étude in vitro et in vivo. En raison de ses propriétés uniques nous espérons une affinité 
pour les fibres Aβ mais également une affinité étendue aux agrégats précoces tels que les oligomères par 
exemple.  
 
Figure 39. Structure commune des 2-aryl-BzT et structure de la NMA. 
 
Dans un deuxième temps, on présentera la fonctionnalisation de ces dérivés 2-aryl-BzT permettant de leur 
attribuer des fonctions chimiques spécifiques pouvant être utilisé dans différentes techniques. On présentera 
ainsi la synthèse des ligands suivants : Fc-BTA utilisé en électrochimie grâce au ferrocène, TEMPO-BTA 
utilisé en RMN et RPE grâce au radical nitroxyl paramagnétique et DA-BTA utilisé en spectroscopie de 
masse grâce la fonction diazirine (Fig. 40). 
 
Figure 40. Structure du Fc-BTA, TEMPO-BTA et DA-BTA sondes des agrégats d'Aβ utilisable respectivement en électrochimie, 
RPE/RMN et spectrométrie de masse. 
Dans un dernier temps, on présentera les résultats préliminaires de l’utilisation de chacun de ces 4 ligands 
dans leur technique associée. Les études par fluorescence, électrochimie et RPE permettront des études sur 
l’agrégation du peptide Aβ, la spectrométrie de masse et la RMN permettront une première approche de la 
caractérisation du site d’interaction entre le 2-aryl-BzT et le peptide agrégé. 
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Chapitre II : Synthèse des dérivés 2-aryl-BzT et de la NMA.  
 
I. Voies d’accès autour du motif benzothiazole.  
 
I.1. Rappels bibliographiques 
 
La production de dérivés de la ThT pour l’étude de la plaque amyloïde a conduit les chercheurs à développer 
différentes sources de voies d’accès aux motifs 2-aryl-BzT. Il existe un panel conséquent de réactions 
permettant d’accéder à ces motifs. L’accès aux 2-aryl-BzT peut se faire de deux principales manières : 
 - Formation du BzT puis couplage avec la partie aryle en position 2. 
 - Couplage des 2 dérivés aryles par la formation d’un cycle thiazole. 
La littérature étant très large, une liste non exhaustive de différentes réactions est présentée ici, ces réactions 
étant parmi les plus récurrentes. Différents réactifs sont utilisés, certains pouvant donner accès directement 
aux 2-aryl-BzT, d’autres seulement à des dérivés du BzT qui seront ensuite couplés à un cycle aryle. 
I.1.a. A partir d’aminothiophénol 
 
Le 2-aminothiophénol est le premier réactif utilisé pour la synthèse des BzT par la réaction d’Hofmann en 
1887.[1] Le noyau BzT est obtenu par réaction avec le phénylisothiocyanate pour obtenir le 2-(N-
aminophényle)-BzT (Fig. 1). 
 
Figure 1. Formation de la 2-(N-aminophényle)-BzT par Hofmann et al. 
La réaction permet un accès facile aux noyaux BzT. Depuis, de nombreuses autres réactions à partir du 
2-aminothiophénol ont été utilisées pour obtenir des noyaux BzT.  
Parmi celles-ci, on retrouve de manière très récurrente l’utilisation du benzaldéhyde permettant d’accéder 
aisément aux dérivés 2-aryl-BzT (Fig.2).[2-4] 
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Figure 2. Schéma simple de la synthèse des 2-aryle-BzT à partir de l'aminothiophénol. 
I.1.b. A partir de l’aniline 
 
La synthèse du noyau BzT à partir d’aniline a été pour la première fois utilisée en 1901 par Hugerschoff à 
partir d’arylthiourée avec l’utilisation du dibrome.[5, 6] L’arylthiourée peut être obtenue à partir de l’aniline 
par réaction avec le thiocyanate de sodium. L’aniline doit être substituée en position para pour éviter que le 
thiocyanate réagisse sur cette position.[7] Le dérivé thiourée peut ensuite réagir par substitution électrophile 
afin d’accéder au 2-aminobenzothiazole en présence du dibrome (Fig. 3A). Un avantage majeur de cette 
réaction est qu’il possible de pouvoir former la thiourée et le noyau BzT en « one-pot ».[8] Le noyau BzT 
peut également être obtenu à partir d’anilide converti, grâce au réactif de Lawesson, en thioacétanilide. Ce 
dernier, en présence de K3Fe2(CN)6 subit une cyclisation pour former le noyau BzT (Fig. 3B).[9] 
 
Figure 3. A : Synthèse de la 2-amino-BzT à partir de l'aniline. B : Synthèse du noyau BzT  à partir d’acétanilide. 
Les anilines, ainsi que leur dérivé en para, constituent une grande famille de molécules, il est donc possible 
d’obtenir différents dérivés pour enrichir la diversité des 2-amino-BzT.  
I.1.c. A partir du noyau thiazole 
 
De manière moins conventionnelle, il est possible d’accéder au motif BzT non pas en formant le cycle 
thiazole à partir d’un dérivé benzyle mais en formant le benzyle à partir du motif thiazole lors de réaction 
de Diels-Alder (Fig. 4).[10] Seulement, cette voie d’accès aux BzT reste difficile en raison de la moindre 
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disponibilité des thiazoles comparés à l’aniline par exemple, ce qui limite la diversité moléculaire qu’on 
peut obtenir par ce type de réaction. 
 
Figure 4. Synthèse des noyaux BzT par réaction de Diels-Alder. 
I.1.d. Choix de la voie utilisée  
 
Comme énoncé en introduction de cette partie les motifs 2-aryl-BzT peuvent être obtenus soit en formant 
d’abord le noyau BzT avant couplage avec un aryle, soit en combinant un dérivé 2-thioaniline avec un dérivé 
benzaldéhyde pour former directement le motif 2-aryl-BzT. Dans le cadre de nos travaux, nous avons opté 
pour la voie de Hugerschoff avec les anilines qui permet de pouvoir effectuer des synthèses avec des 
quantités supérieures à la dizaine de grammes. Par ailleurs, cela permet d’effectuer les modifications 
souhaitées sur le motif BzT ou aryle avant leur couplage. La position para de l’aniline servant de pivot à 
toutes les fonctions ou dérivés possible des 2-aryl-BzT. 
I.2. Couplages C-C entre les BzT et les dérivés aryles. 
 
Le couplage des cycles aromatiques est une technique largement utilisées pour accéder aux composés bi-
aryles. Nous nous intéresserons ici à des exemples de couplages qui ont permis d’accéder aux 2-aryl-BzT. 
  I.2.a. Couplage de Stille. 
 
Le couplage de Stille, découvert en 1978, met en jeu un dérivé halogéné et un dérivé d’étain : le ArSnBu3 
(Fig.5).[11] La réaction de couplage est catalysée par le palladium. Le cycle se déroule en 3 étapes : i) 
addition oxydante du palladium dans la liaison C-X, ii) transmétallation avec l’aryltrialkylétain puis iii) 
élimination réductrice pour régénérer le catalyseur. 
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Figure 5. Cycle catalytique simplifié de la réaction de Stille. 
Cette réaction a été mise à contribution dans la synthèse de 2-aryl-BzT (Tableau 1) :  
Tableau 1. Exemples de couplage de Stille avec le motif BzT. 
 
 
 
Catalyseur 
Température 
(°C) 
Temps (h) 
Rendement 
(%) 
Références 
Cl -SnBu3 PdCl2(PPh3)2 120 20 86 [12] 
-SnBu3 -Br PdCl2(PPh3)2 120 20 56 [12] 
-SMe -SnBu3 
PdCl(PPh3)2(CH2Ph)/
CuMeSaI 
50 20 89 [13] 
 
I.2.b. Couplage de Miyaura-Suzuki 
 
Le couplage de Miyaura-Suzuki (SMR : Suzuki-Miyaura Reaction) est l’une des méthodes les plus 
répandues dans l’obtention des espèces biaryliques depuis sa découverte en 1979.[14] La réaction de 
couplage utilise les complexes de Pd tout comme le couplage de Stille. La différence réside dans l’utilisation 
de dérivés d’acides ou d’esters boroniques au lieu de dérivés stanneux. Le cycle catalytique reste 
globalement le même celui du couplage de Stille (Fig. 5). Une illustration plus précise sera donnée lorsque 
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cette réaction sera abordée au cours de la synthèse de la NMA (§III.1). La SMR requiert cependant 
l’utilisation d’une base. Une sélection de réactions de couplage avec le noyau BzT effectuées par SMR est 
donnée dans le Tableau 2 : 
Tableau 2. Résumé des conditions expérimentales de la SMR. 
  
Catalyseur 
Température 
(°C) 
Temps 
(h) 
Rendement 
(%) 
Références 
Br B(OH)2 Pd2(dba)3 100 6 40-72 [15] 
Br B(OH)2 Pd(PPh3)4 150 0,75  >90 [16] 
Br B(OH)2 Pd(OAc)2 100 5 84 [17] 
Cl B(OH)2 Pd(OAc)2 80 0,25 93 [18] 
Br B(pin)2 Pd(dppf)Cl2 80 1,5 94 [19] 
Cl B(OH)2 Pd(PPh3)4 X X X [20, 21] 
 
I.2.c. Couplage par activation de la liaison C-H 
 
 La dernière réaction de couplage se produit par l’activation de la liaison C-H (Fig. 6).  
 
Figure 6. Schéma simplifié de la réaction de couplages par la liaison C-H. 
Ce type de réaction est beaucoup plus récent dans la littérature que les réactions de couplage classique en 
raison des derniers développements sur l’activation des liaisons C-H peu réactives par rapport aux liaisons 
C-X. Cette réaction permet un couplage avec un grand nombre de dérivés (Tableau 3). 
Tableau 3. Résumé des conditions expérimentales des couplages de la liaison C-H. 
 Catalyseur Additif Solvant 
Température 
(°C) 
Temps 
(h) 
Rendement 
(%) 
Références 
Y = 
-CH2-COOH Cu(OAc)2 X DMSO 120-120 17-42 38-95 [22] 
-CHO K2S2O8 X DMSO/H2O 100 3 38-73 [23] 
-Br Pd/Cu Cs2CO3 Toluène 100 6-22 56-98 [24] 
-B(pin)2 CuCl tBuOLi DMF 40 0,16 32-97 [25] 
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 I.3. Voies de synthèse privilégiées pour la synthèse de la NMA 
 
Parmi les voies de synthèses énoncées ci-dessus, nous avons privilégié une synthèse du noyau BzT à partir 
d’un dérivé d’aniline (Fragment A) beaucoup plus accessible que les dérivés thiazoles ou les dérivés 
aminothiophénols ce qui permet de le produire en grande quantité. Il est possible ensuite d’avoir accès aux 
dérivés 2-halogéno-BzT depuis le 2-amino-BzT par la réaction de Sandmeyer.[26] 
Dans ces travaux, nous avons opté pour une synthèse en 3 étapes principales : i) La formation d’un fragment 
A à partir de l’acide 4-aminobenzoïque (PABA). ii) La formation un fragment B porteur d’une méthylamine 
issu de la 4-bromoaniline. iii) Ces deux parties seront ensuite couplées par SMR pour former un motif C 
dont les fonctions en position 6 seront modifiées afin de synthétiser la molécule NMA souhaitée (Fig.7). 
 
Figure 7. Schéma des étapes-clés de synthèse de la NMA. 
II. Synthèse du fragment A 
 
 II.1 Formation du cycle benzothiazole. 
 
La formation de l’acide 2-amino-1,3-benzothiazole-6-carboxylique s’effectue à partir du PABA par addition 
de thiocyanate d’ammonium (NH4SCN) et de dibrome (Br2) dans l’acide acétique (AcOH). Cette réaction 
décrite par Hugershoff en 1901 et 1903,[5, 6] est encore utilisée de nos jours.[8, 27-31] La synthèse se fait 
avec un bon rendement de 80% (Fig.8) et présente aussi l’avantage de pouvoir être conduite sur plusieurs 
de dizaines de grammes (jusqu’à 30 grammes au cours de ces travaux de thèse). 
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Figure 8. Schéma de la réaction pour obtenir le produit 2. 
Le mécanisme de la réaction se décompose en deux étapes : i) addition de la fonction aniline sur le carbone 
du thiocyanate pour former le dérivé thiourée ; ii) substitution électrophile aromatique par le dérivé thiourée. 
Une prototropie conduit à l’aromaticité du cycle thiazole (Fig. 9). 
 
Figure 9. Mécanisme de la réaction d'Hugerschoff. 
 II.2. Synthèse du composé 3. 
 
La synthèse de 3 se fait par estérification de Fischer du composé 2.[32, 33] Le produit 2 est solubilisé dans 
de l’éthanol auquel on ajoute une solution d’acide sulfurique dilué dans de l’éthanol au goutte-à-goutte à 
0°C. Le milieu réactionnel est ensuite porté à reflux pour la nuit (Fig 10).  
 
Figure 10. Schéma de la réaction pour obtenir le composé 3. 
L’acide sulfurique est ajouté en excès afin de déplacer la réaction vers la formation de l’ester. 
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 II.3. Iodation du composé 3.  
 
Le remplacement de l’amine en position 2 du composé 3 par l’iode se fait par la réaction de Sandmeyer 
(Fig. 11).[26] Cette réaction s’effectue via la production d’un composé diazonium depuis l’amine 
permettant l’introduction d’un halogène par addition sur le cycle [34] (sauf le fluor qui lui est introduit par 
réaction de Balz-Schiemann),[35] et libérant du diazote. Cette méthode a été adaptée maintes fois dans la 
littérature pour déplacer le diazonium avec des groupements nucléophiles autres que les halogènes comme 
des cyanures,[36] des hydroxyles [37] ou encore des pentafluoroethylthiols.[38] Dans notre cas, nous avons 
effectué cette réaction à partir du produit 3 solubilisé dans l’acétonitrile (ACN) auquel est ajouté l’acide 
paratoluène sulfonique (APTS), de l’iodure de potassium (KI) et de l’iodure de cuivre (CuI) en quantité 
catalytique (1 %). Le tert-butyle nitrite (tBuONO) est ensuite ajouté au goutte-à-goutte. Cette réaction 
s’effectue avec un rendement modéré de 60%. 
 
Figure 11. Schéma de la réaction pour obtenir le produit 4 avec sa structure cristallographique. 
Le mécanisme de cette réaction est en deux étapes : i) le nitrite réagit en milieu acide pour produire l’ion 
nitrosonium réagissant avec l’amine en position 2 du composé 3 pour former le diazonium.  
ii) En fonction de la présence ou non d’iodure de cuivre(I) (CuI) le mécanisme d’addition de l’iode sur le 
BzT diffère. Voie A : L’iodure s’additionne sur le carbone ce qui élimine le diazote pour former le produit 
4 désiré. Voie B : La présence de CuI, par un mécanisme de transfert monoélectronique (SET : Single 
Electron Transfer), permet le départ du diazonium en générant un carbone radicalaire et la formation du 
diiodure de cuivre(II) (CuI2). Celui-ci en présence du carbone radicalaire, transfère l’iode radical pour 
régénérer le CuI et forme le produit désiré (Fig. 12). 
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Figure 12. Mécanisme de la réaction de Sandmeyer. 
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L’ajout de Cu(I) améliore significativement le rendement réactionnel. Sans le Cu(I), le rendement ne 
dépasse pas les 25% alors que l’ajout de CuI permet d’atteindre les 60% (Tableau 4). Le rendement faible 
de la voie A suggère que le carbocation intermédiaire se dégrade ou réagit dans le milieu réactionnel. 
Tableau 4.Conditions expérimentales de la réaction du composé 3 vers le composé 4. 
Voie Réactif 1 Réactif 2 Réactif 3 Catalyseur Réactif 5 Solvant 
Durée 
(jrs) 
Rendement 
(%) 
A 3 APTS KI X tBuONO ACN 2  23% 
B 3 APTS KI CuI (10%) tBuONO ACN 3 47-60% 
 
Cette réaction peut ê également à la synthèse à l’échelle de plusieurs grammes, un rendement sur produit 
isolé de 60% a été obtenu à partir de 10 g de produit 2. 
III. Synthèse autour du fragment B. 
 
 III.1. Protection de la 4-bromoaniline. 
 
La transformation de 1’ en 2’ (Fig. 13) s’est faite par 2 protocoles de synthèse différents :  
 
Figure 13. Schéma de la réaction de synthèse du composé 2’. 
Dans un premier temps nous avons effectué la réaction en milieu basique via l’utilisation de l’hydrure de 
sodium (NaH) dans le THF.[39-43] Cette voie consiste à augmenter le caractère nucléophile de la fonction 
amine en la déprotonant par l’ajout de NaH, une base forte. Cette déprotonation exacerbe le caractère base 
de Lewis de l’aniline puisque seul l’un des 2 doublets de l’amide est conjugué avec le noyau aromatique 
(Fig. 14). L’ajout de dicarbonate de di-tert-butyle (Boc2O) qui est alors attaqué par l’amidure libère du 
dioxyde de carbone (CO2) ainsi que le tert-butylate (tBuO-) avec la formation de produit protégé.  
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Figure 14. Mécanisme réactionnel de la protection au Boc avec l’utilisation du NaH. 
.  
Cette réaction se produit sans difficulté sur quelques grammes mais lors de l’augmentation d’échelle nous 
avons observé une chute du rendement (~92 % à 49 %). Une première stratégie a été de diviser les lots en 
plusieurs milieux réactionnels à l’aide d’un carrousel pour faire des synthèses en parallèle. Cependant la 
difficulté de contrôle des milieux réactionnels, en particulier l’usage de l’argon, avec le carrousel a orienté 
la synthèse vers une voie B plus simple à mettre en œuvre. 
Les travaux de Heydari et al.[44] rapportent des protections d’amine avec le Boc dans des solvants fluorés 
telles que l’hexafluoroisopropanol (HFIP) ou encore le trifluoroéthanol (TFE). La voie B, présentée ici, est 
adaptée de ces travaux. Cette réaction se produit simplement en ajoutant la 4-bromoaniline et le Boc2O dans 
le TFE et de laisser la réaction sous agitation. Le produit désiré précipite en solution, ce qui permet une 
purification aisée par filtration et lavage. Cela n’améliore pas le rendement par rapport à la voie A mais cela 
permet une économie de temps de traitement et également une augmentation d’échelle puisque cette réaction 
peut être effectuée sur des quantités de l’ordre de la dizaine de grammes (Tableau 5). Le filtrat peut être 
évaporé pour précipiter davantage le produit jusqu’au moment où le produit de départ précipite également. 
Cependant on augmente le risque d’obtenir un mélange. Une voie de synthèse encore plus simple existe, 
puisqu’elle ne nécessite pas de solvant. La réaction se fait sous vide afin d’éliminer le tBuOH, et le CO2 à 
mesure de leur formation.[45] Cette réaction a été conduite avec 5 grammes de produit avec un rendement 
quantitatif.  
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Tableau 5. Conditions expérimentales utilisées dans les voies A et B. 
 
III.2. Méthylation du composé 2’. 
 
Le composé 3’ est obtenu par méthylation du composé 2’ à l’aide du diméthyle sulfate (Me2SO4) avec le 
protocole utilisé précédemment (Fig. 15). 
 
Figure 15. Schéma de la réaction pour obtenir le compose 3’. 
C’est une réaction de type SN2 classique. La nucléophilie de l’azote de la fonction carbamate est activée par 
l’utilisation de NaH. L’amidure de sodium résultant attaque le groupement méthyle du Me2SO4 libérant 
ainsi le mésylate (MeSO4-), un groupement partant. Le produit obtenu est une huile visqueuse jaune plus ou 
moins foncée. Le produit peut être purifié par l’utilisation de la Flash Chromatographie, bien que le produit 
désiré 3’ et réactif de départ 2’ migrent en même temps sur silice dans les conditions d’élution avec des 
mélanges de cyclohexane/acétate d’éthyle, cela permet malgré tout d’éliminer le Me2SO4 (Fig. 16). 
 
Figure 16. Mécanisme réactionnel de la synthèse du composé 3’. 
Par ailleurs, le produit purifié ne peut être stocké sur de longues périodes à température ambiante. Après 
quelques mois de stockage dans une armoire, l’apparition de cristaux nous a révélé la formation d’un dérivé 
urée dont la structure a été résolue par diffraction aux RX. On suppose un mécanisme impliquant 2 
Voie Réactif 1 Réactif 2 Solvant 
Température 
(°C) 
Durée (heures) Rendement 
A Boc2O NaH THF anhydre r.t. puis 76 16 40-96 % 
B Boc2O X TFE r.t. 16-72 40-96 % 
C Boc2O X X 45 1 100 % 
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molécules 3’ au cours duquel on a l’élimination d’une molécule de CO2, d’isobutène et d’isopropanol pour 
former le dérivé urée (Fig. 17). 
 
Figure 17. Mécanisme supposé de formation du dérivé urée et sa structure cristallographique. 
Par ailleurs, la réaction produit également des cristaux de sels de mésylate de 4-bromo-N,N,N-
triméthylanilium (Fig. 18). On suppose qu’ils sont dus à des traces de 4-bromoaniline présents dans le milieu 
réactionnel qui ont réagi avec le Me2SO4. 
 
Figure 18. Représentation de Lewis et structure cristallographique du mésylate de 4-bromo-N,N,N-triméthylanilium. 
 
III.3. Synthèse du composé 4’. 
  
La réaction d’obtention du composé 4’ à partir du composé 3’ d’après les travaux développés dans 
notre équipe,[46] sur la formation d’esters boroniques nommés « dioxazaborocanes » ou DABO (Fig. 
19).[47] Ce dernier est choisi car il présente une bonne stabilité à l’air et à l’humidité permettant une 
isolation, une caractérisation et un stockage facile.[48, 49] Ceci est dû à la liaison dative entre l’azote et le 
bore qui confère à ce dernier un caractère tétravalent, qui de plus n’inhibe pas la transmétallation lors de la 
réaction de Suzuki-Miyaura (SMR : Suzuki-Miyaura Reaction).[46, 50] 
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Figure 19. Schéma de la synthèse du compose 4’ et sa structure cristallographique. 
La réaction démarre avec un échange entre le brome et le lithium. Le dérivé du lithium formé attaque le 
triisopropyle de borate pour former un bore tétravalent. Le traitement NH4Cl aqueux donne le dérivé d’acide 
borique correspondant par déalkoxylation et hydrolyse des esters d’isopropyle. Le milieu réactionnel est 
évaporé pour être ensuite repris dans de l’éther diéthylique. L’ajout de diéthanolamine permet de former le 
dérivé dioxazaborocane souhaité, qui précipite en solution, avec un rendement satisfaisant de 84 % (Fig. 
20). 
 
Figure 20. Enchaînement réactionnel de la synthèse du compose 4’. 
IV. Formation du motif C et variations de fonctions. 
 
 IV.1 Synthèse du composé 5a par réaction de Suzuki-Miyaura. 
 
La synthèse du composé 5 se fait par la réaction de couplage de Suzuki-Miyaura,[14, 51] qui est une méthode 
largement utilisée pour le couplage biarylique (Fig. 21). 
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Figure 21. Schéma de synthèse du composé 5. 
 La réaction a été optimisée par l’ajout de PPh3 et de CuI. Le PPh3 permet la réduction du Pd(II) en Pd(0) 
par la formation du Pd(0)(PPh3)4 et d’initier la réaction de couplage. L’ajout du Cu(I) permet à priori de 
faciliter également la transmetallation du Pd sur la liaison C-B, ce phénomène ayant déjà été observé lors 
des couplages de Stille. [52-54] Les ions fluorures, en plus de leur rôle de « base » envers le bore pour le 
déprotéger de la diéthanolamine, permettent d’accélérer la réaction en favorisant le passage du trans-
palladium en cis-palladium (Fig. 22).[55, 56] Cette isomérisation permet de faciliter l’élimination réductrice 
du Pd, régénérant d’une part le catalyseur et d’autre part le produit désiré. La réaction s’effectue entre 1h et 
1h30 avec un rendement allant jusqu’à 87% (Tableau 6). 
 
 
Tableau 6. Conditions expérimentales pour la synthèse du composé 5. 
Condi-
tions 
R1 R2 R3 R4 R5 R6 Solvant Température Durée 
(heure) 
Rendement 
1 4 4’ KF Pd(PPh3)2Cl2 X X DMF/H2O 105°C 3 32% 
2 4 4’ KF Pd(PPh3)2Cl2 CuI PPh3 DMF/H2O 105°C 1,5 46-87% 
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Figure 22. Cycle catalytique du Pd dans la SMR. A gauche du cycle, l’intervention du fluor dans l’isomérisation du complexe de Pd. 
 IV.2. Réduction en alcool du composé 5a. 
 
La réaction de synthèse du composé 6 est une réduction de la fonction ester d’éthyle en alcool correspondant 
à l’aide du tétrahydroaluminate de lithium (LAH) (Fig. 23). 
 
Figure 23. Schéma réactionnel de synthèse du composé 6. 
C’est un réducteur puissant largement utilisé pour la réduction des composés carbonylés.[57-63] Dans cette 
réaction, l’ester est ajouté dans le THF anhydride, l’ensemble est placé à 0°C sous argon et le LAH en 
solution dans le THF est ajouté au goutte-à-goutte, l’avancement de la réaction est vérifié par CCM. Un 
changement de couleur est à noter également, le milieu réactionnel passe du vert émeraude à l’ambre en fin 
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de réaction. La réaction est ensuite traitée à l’éther diéthylique saturé en eau pour former l’alcool désiré et 
éliminer le reste de LAH sous forme d’hydroxyde de lithium et d’aluminium (Fig. 24). Cependant ces sels 
forment des émulsions qui gélifient le milieu réactionnel, il faut ajouter dans ce cas une solution saturée de 
NH4Cl aqueux pour casser le gel. La réaction se déroule en environ 1h et donne des rendements compris 
entre 70-99% si l’émulsion a été correctement traitée, sinon ils sont en dessous de 40%.  
 
Figure 24. Mécanisme réactionnel de la synthèse du composé 6a. 
  
 IV.3. Oxydation du composé 6a. 
 
 La réaction de synthèse du composé 7a passe par une étape d’oxydation douce de l’alcool pour obtenir 
l’aldéhyde (Fig. 25). [64, 65] 
 
Figure 25. Schéma réactionnel de synthèse du compose 7a et sa structure cristallographique. 
C’est une oxydation catalysée par le TEMPO, un radical nitroxyle stable qui en présence d’oxydant devient 
l’ion nitrosonium. L’azote devient, dès lors, un centre électrophile réactif qu’un doublet de l’oxygène de 
l’alcool peut attaquer. L’intermédiaire généré permet au groupement CH2 en α de l’oxygène de transférer 
un de ses protons au TEMPO pour ensuite être éliminé. Au final on obtient l’aldéhyde et le nitroxyde, ce 
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dernier est oxydé à nouveau par le couple NaOCl/NaBr pour recommencer le cycle (Fig. 26). La présence 
d’une base n’est pas indispensable à la réaction mais elle permet d’améliorer le rendement en facilitant 
l’élimination du proton de l’oxonium. Le rendement de la réaction varie en fonction de la qualité du composé 
6 utilisé, de la qualité du NaOCl utilisé, mais également de la manière dont celui-ci est ajouté au cours de 
la réaction. Il vaut mieux ajouter le NaOCl en petite quantité, en plusieurs fractions, qu’une grande quantité 
en une seule fois (Tableau 7). Cette réaction peut également conduire à la formation du dérivé COOH.[21]  
Tableau 7. Conditions expérimentales de la synthèse du composé 7. 
 
Figure 26. Cycle catalytique de l’oxydation du composé 6a en 7a par l’utilisation de TEMPO/NaBr/NaOCl. 
 
IV.4. Réaction d’amination réductrice du composé 7a.  
 
L’amination réductrice, envisagée pour convertir la molécule 7a en 8a est une réaction classique très utilisée 
pour introduire les fonctions amines à partir de carbonyles comme les aldéhydes ou les cétones.[66-68] Elle 
Condi-
tions 
Réactif 1 Réactif 2 Réactif 3 Réactif 4 Réactif 5 Solvant 
Temps 
(h) 
Tpt 
(°C) 
Rendement 
(%) 
1 6a 
TEMPO 
(10 %) 
NaOCl NaBr X CH2Cl2 2-18 
0 puis 
r.t. 
65-88 
2 6a 
TEMPO 
(10 %) 
NaOCl NaBr NaHCO3 CH2Cl2/H2O 2-6 
0 puis 
r.t. 
10-90 
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consiste en l’addition de l’amine sur le carbonyle pour former l’imine puis en l’ajout d’un réducteur pour 
former l’amine (Fig. 27). 
 
Figure 27. Schéma réactionnel de la synthèse du composé 8a. 
Le doublet de la fonction amine attaque le carbone électrophile de l’aldéhyde pour former l’imine par 
élimination d’une molécule d’eau. Une fois l’imine formée, le NaBH4 est ajouté afin de la réduire en amine. 
La cinétique de réaction doit être contrôlée finement. En effet, la réaction risque de réduire également 
l’aldéhyde en alcool pour redonner la molécule 6a. La cinétique de formation de l’imine est difficile à 
contrôler par CCM puisque l’imine peut s’hydrolyser partiellement sur la silice. La RMN constitue donc un 
outil de choix puisqu’il devient aisé de contrôler la disparition du singulet du proton de l’aldéhyde (9-10 
ppm) et l’apparition du singulet du proton N=CH de l’imine (7 à 8 ppm) afin de déterminer quand ajouter 
le réducteur. L’IR permet de pouvoir également discriminer les fonctions aldéhydes (1693 cm-1) et imine 
(1640 cm-1), cependant son utilisation reste limitée car l’imine peut partiellement se dégrader en aldéhyde 
et fausser la cinétique (cf Chapitre III §II.1.a). Les premières tentatives de réduction de l’amine ont conduit 
à la production d’alcool en raison de l’équilibre de la formation de l’imine à partir de l’aldéhyde (Fig. 28). 
 
Figure 28. Enchaînement réactionnel de la synthèse du composé 8a à partir de 7a et du retour au compose 6a. 
Afin de prévenir cette formation d’alcool, le NaBH3CN a été utilisé. En milieu neutre le NaBH3CN est 
sélectif de l’imine sur l’aldéhyde.[69-71] Cependant l’essai avec le NaBH3CN a conduit à la formation de 
molécules « dimériques ». En effet, l’aldéhyde, ne pouvant être réduit en alcool, peut avec le dérivé amine 
conduire à un iminium réduit à son tour pour donner la molécule dimérique (Fig. 29). 
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Figure 29. Schéma de synthèse du composé dimérique. 
La difficulté à obtenir le composé 8a a orienté la synthèse vers un protocole plus simple. Des travaux ont 
démontré l’efficacité des aminations réductrices dans le TFE sans nécessité de solvant sec ou d’atmosphère 
inerte et avec des temps de réactions inférieurs à 2 heures.[72] Ce protocole permet une cinétique plus rapide 
de formation de l’imine (maximum ½ heure à 40°C contre 1-2 h à 80°C dans le MeOH). Le réducteur utilisé 
est le NaBH4. On forme donc ainsi le produit 8a désiré avec un rendement compris entre 60-94% (Tableau 
8). 
Tableau 8. Conditions expérimentales de la synthèse du composé 8. 
Conditions 
Réactif 
1 
Réactif 
2 
Réactif  
3 
Solvant Tpt 
Temps 
(heure) 
Produit 
formé 
Rendement 
(%) 
1 7a MeNH2 NaBH4 MeOH  25°C 19 8a 33-96 
2 7a MeNH2 NaBH4 MeOH  
80°C 
puis 
r.t. 
20 8a 62 
3 7a MeNH2 NaBH3CN MeOH 
80°C 
puis 
r.t. 
19 8a 2 
4 7a MeNH2 NaBH4 TFE 40°C  1-2 8a 62-94 
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V. Déprotection du Boc de 8a et purification de la NMA 8b par production 
de sels chlorhydrates.  
 
 V.1. La déprotection de la fonction Boc. 
 
Le composé  8b est déprotégé de sa fonction Boc pour obtenir l’azote du motif méthylaniline. La réaction 
se fait en dissolvant le composé 8a dans un mélange équivolumique de dichlorométhane et d’acide 
trifluoroacétique (TFA) à 0°C. La réaction se fait en 2 heures avec une conversion totale (Fig. 30). 
 
 
Figure 30. Schéma de réaction de la synthèse du composé 8b : NMA. 
Le mécanisme de la réaction est relativement simple (Fig. 31). Un proton active l’oxygène du carbonyle de 
la fonction carbamate ce qui permet de successivement libérer un isobutène stable, puis le CO2 afin de 
donner le produit désiré 8b : la NMA. 
 
Figure 31. Mécanisme réactionnel de la déprotection de la fonction Boc en milieu acide. 
 
V.2 La formation des sels chlorhydrates de la NMA. 
 
La formation de sels chlorhydrates de la NMA a été choisie afin d’une part de purifier le produit de la 
réaction de déprotection de la fonction Boc et d’autre part d’avoir une espèce facilement soluble en solution 
aqueuse.  
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Un premier protocole (Fig. 32a) a été effectué en diluant la NMA dans du MeOH auquel on ajoute à au 
goutte-à-goutte de l’acide chlorhydrique (HCl) aqueux à environ 12 mol/L. Le sel précipite partiellement et 
peut être récupéré par centrifugation (10 000 tours/min pendant 10 minutes) et en retirant le surnageant. Le 
surnageant est de nouveau acidifié pour précipiter d’autres sels. Ceci a permis d’obtenir le sel d’intérêt dont 
la composition exacte a été déterminée par analyse élémentaire. Il a été découvert que le sel de NMA 
comportait 2 HCl. Cependant les tentatives suivantes de précipitations ont donné des résultats difficiles à 
interpréter par analyse élémentaire.  
Un second protocole (Fig. 32b) a été mis en place afin de limiter la présence de solvants contaminants. La 
NMA est diluée dans de l’éther diéthylique auquel on ajoute 2 équivalents stricts de HCl en solution dosée 
à 4,4 mol/L dans le dioxane. Le sel de NMA précipite totalement. Le surnageant est alors retiré, puis le sel 
est lavé à 5 reprises avec l’éther diéthylique avant d’être séché sous vide. L’analyse élémentaire a confirmé 
que le précipité était bien du dichlorhydrate de NMA avec une molécule d’eau.  
Un partie des sels de NMA sera solubilisée dans l’eau milli-Q à une concentration de 10 mM et servira aux 
études physico-chimiques avec le peptide Aβ dont les résultats sont présentés au chapitre IV. 
 
Figure 32. Protocole de formations des sels chlorhydrates de la NMA a) dans le MeOH et b) dans le Et2O. 
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VI. Conclusion 
 
La synthèse de la NMA s’est conclue sur un rendement global d’environ 23 % en 11 étapes de synthèse 
modulaire. Le produit est soluble dans l’eau et ce même à pH physiologique jusqu’à une certaine 
concentration limite (cf. chapitre IV sur les études physicochimiques). Cette synthèse présente l’avantage 
de pouvoir être conduite en grandes quantités à l’échelle du gramme et présente par ailleurs l’intérêt de 
produire différents composés susceptibles d’être modifiés ultérieurement dans le but d’élargir les familles 
de ligands du peptide Aβ. Les chapitres suivants traiteront des différentes voies de synthèses utilisées pour 
parvenir à des ligands originaux à partir des composés produits lors de la synthèse de la NMA. 
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Chapitre III : Synthèses de dérivés du 2-aryl-BzT pour les études en 
physico-chimie. 
 
I. Introduction 
 
Comme énoncés dans la partie V du chapitre 1 : les travaux portent sur l’étude de l’agrégation du peptide 
Aβ et l’identification du site d’interaction entre les dérivés 2-aryl-BzT et le peptide Aβ. Pour cela, plusieurs 
dérivés des 2-aryl-BzT ont été synthétisés. Chacun étant associé à une technique pour permettre soit l’étude 
de l’agrégation soit l’identification des sites d’interaction (Fig. 1).  
 
Figure 1. Molécules synthétisées pour l'étude de l'agrégation ou pour l'identification du site d’interaction. 
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II. Synthèse des composés 12b et 16b : la sonde 2-aryl-BzT 
radicalaire 
 
L’accès au composé TEMPO-BTA-1 a été envisagé selon 2 approches différentes : la première dans laquelle 
le dérivé TEMPO sera lié au 2-aryl-BzT par amination réductrice (Fig. 2A), et la deuxième dans laquelle la 
liaison se fera par une liaison amide (Fig. 2B). Chacune de ces approches seront déclinées en 2 voies (voies 
1 et 2), une dans laquelle le motif 4-amino-2,2,6,6-tetraméthylpipéridine (4-amino-TMP) sera ajouté avant 
d’être oxydé en 4-amino-2,2,6,6-tetraméthylpipéridine-1-oxyl (4-amino-TEMPO) et l’autre où l’ajout de la 
4-amino-TEMPO se fera directement sur la structure 2-aryl-BzT. L’intérêt de la voie 1 permettra de valider 
(par RMN, impossible avec le TEMPO) les conditions d’amination réductrice dans un cas, et d’amidation 
dans l’autre et qui seront extrapolables à la voie 2. 
 
Figure 2. Schémas de synthèse d’ajout de la fonction TEMPO. A : approche par amination réductrice. B : approche par amidation. 
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II.1. Synthèse du composé 12b par amination réductrice 
 
 II.1.a. Voie 1 : intégration du motif 4-amino-TMP 
 
La synthèse du composé 11a se fait par une réaction d’amination réductrice dans le MeOH par du 
NaBH3CN.[1, 2] La CCM (cyclohexane/acétate d’éthyle, 6/4) indique une consommation du réactif de 
départ (Rf = 0,32) ainsi que la formation de la supposée l’amine. Cependant, le spectre RMN 1H indique une 
absence d’un pic entre 4 et 5 ppm intégrant pour 2 protons, ce qui aurait indiqué la présence de groupe CH2-
NH et la présence d’un singulet à 8,50 ppm. On en déduit que la réaction a formé l’imine sans la réduire 
bien qu’ayant duré 3 jours et avec un traitement au NH4Cl aqueux, le singulet pouvant être attribué au proton 
de l’imine –N=CH- fortement déblindé. Cette réaction a été effectuée avec un rendement proche de 80%.  
L’imine 10a a ensuite été réduite en amine 11a en présence de NaBH4 dans le MeOH avec un rendement de 
85%. 
La synthèse du composé 12a à partir du composé 11a est une oxydation de l’azote pour former le radical 
nitroxyle. Cette réaction d’oxydation introduit un atome d’oxygène sur l’amine secondaire. Adaptée à partir 
du brevet de l’équipe de Soma (Fig. 3), elle se fait dans le CH2Cl2 en présence d’acide 
métachloroperbenzoïque (mCPBA) en excès sur la nuit.[3] 
 
Figure 3. Schéma réactionnel décrit par Soma et al.[3] 
Cependant dans notre cas, il existe 2 amines secondaires dans la structure du composé 11a (Fig. 4). Afin de 
valider la sélectivité sur l’amine du cycle, des tests ont été effectués sur la 4-amino-TMP pour l’oxyder en 
4-amino-TEMPO avant de faire la réaction sur le composé 11a. 
 
Figure 4. A gauche : site possible d'oxydation d'amine secondaire. A droite : Tests de la sélectivité de l’oxydation avec la 4-amino-
TMP 
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Le milieu réactionnel contenant la 4-amino-TMP, au départ incolore, devient orange-rouge à l’ajout du 
mCPBA. Des massifs en RMN 1H élargis sont observés sur le spectre du brut réactionnel après le traitement, 
en particulier dans la zone comprise entre 7 et 8 ppm pouvant être attribué au mCPBA ou bien à l’acide m-
chlorobenzoïque. D’après la RMN, il est difficile de conclure sur le succès de la réaction et la formation du 
produit puisque la présence d’un électron célibataire perturbe fortement les signaux des protons de son 
voisinage proche. Sur le spectre RMN de la 4-amino-TEMPO commerciale on ne distingue aucun signal de 
proton de la molécule, le produit a donc été analysé par SM (ESI). On distingue le pic de plus haute intensité 
m/z = 172,08 dont la masse correspond bien à la 4-amino-TEMPO protonée. Pourtant le pic m/z = 173,08 a 
une intensité relative de 25% au lieu de 9,7% en théorie. Ceci nous amène à supposer que le radical nitroxyle 
a été réduit puis protoné, ce qui peut en partie expliquer l’allure des pics élargis du spectre RMN du produit 
brut. Un autre pic à m/z=187,08 a attiré notre attention, d’après Rosen,[4] il pourrait s’agir du composé 4-
oxime-TEMPO réduit, on a donc une indication que l’ajout d’oxygène peut se faire sur les deux azotes (Fig. 
5). 
 
Figure 5. Spectre de masse (ESI) des composés oxydés de la 4-amino-TMP. 
La réaction sur modèle, même si elle indique la formation du produit désiré, montre une faible sélectivité. 
Le transfert de cette réaction sur le cas réel est donc délicat, voilà pourquoi cette réaction en voie 1 a été 
abandonné au profit de la voie 2. 
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II.1.a. Voie 2 : intégration du motif 4-amino-TEMPO 
 
La voie 2 comme précisé précédemment consiste en l’adjonction directe d’un dérivé du TEMPO comportant 
le radical nitroxyle sur le composé 7a/7b (Fig. 2). Cependant les aminations réductrices dans les mêmes 
conditions que celles dans la voie 1 n’ont pu conduire à la formation du composé 12a/12b désiré (Tableau 
1) car seul l’alcool correspondant à la réduction du produit de départ était isolé. Une mise au point de cette 
approche a été effectuée avec une réaction modèle en utilisant la 4-fluorobenzaldéhyde (modèle du composé 
7a/7b) afin de contrôler la formation de l’imine et sa réduction en amine (Fig. 6).  
 
Figure 6. Le 4-flurobenzaldéhyde, modèle de 7a/b, et les formes imines et amines des adduits. 
L’idée ici est d’utiliser la RMN du 19F pour compléter l’analyse par l’IR des différentes fonctions 
chimiques : aldéhyde, imine, amine. La réaction est effectuée en mélangeant la 4-fluorobenzaldéhyde, la 4-
amino-TEMPO et le NaBH3CN dans le THF en s’inspirant des travaux de Abdel-Magid et al.[5] Nous avons 
ensuite effectué un suivi de formation de l’imine et de l’amine par RMN du 19F et IR a été faite sur différents 
temps (0 ; 0,5 ; 1 ; 2 ; 22 ; 41 heures). Cela nous a permis de constater un impact mineur du radical nitroxyle 
sur le signal 19F RMN. On note 2 pics du fluor à partir d’une ½ heure ; un à -102,4 ppm correspondant au 
4-fluorobenzaldéhyde l’autre à -109,4 ppm correpondant vraisemblablement à l’adduit imine formée par la 
4-amino-TEMPO et le fluorobenzaldéhyde (Annexe I). Un groupe de pic est ensuite apparu après 1h de 
réaction entre -114,9 et -115,9 ppm. Le pic correspondant au fluorobenzaldéhyde disparait après 24 h de 
réaction (Fig. 7).  
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Figure 7. Spectre 19F de la réaction d'amination réductrice à différents temps (du rouge au violet) : 0 ; 0,5 ; 1 ; 22 ; 41 heures. 
Les résultats RMN nous ont permis d’évaluer que même après 41 heures on ne formait pas totalement 
l’amine. Il apparait donc que la réaction d’amination réductrice ne présente qu’une efficacité modérée dans 
le THF. Concernant les spectres IR, 2 raies sont observées aux alentours de la zone des entre 1600-1700 cm-
1 : une raie vers 1693 cm-1 attribuée à l’élongation de la liaison C=O de l’aldéhyde ; une autre raie vers 1640 
cm-1 attribuée à la liaison C=N de l’imine (Annexe II). Bien que la spectroscopie IR permette de discriminer 
les raies correspondant à l’aldéhyde et à l’imine, l’évaluation d’une consommation complète de l’aldéhyde 
reste difficile puisque sa raie correpondante se retrouverait dans le pied de la bande de l’imine. De plus la 
préparation de l’échantillon pour acquérir son spectre IR oblige à déposer une goutte à l’air libre avant de 
sécher, ce qui augmente le risque d’hydrolyse de l’imine régénérant l’aldéhyde, faussant ainsi l’évaluation 
de sa consommation au cours du temps.  
Ceci a orienté la synthèse vers une voie plus simple (non anhydre) avec l’utilisation du TFE (décrite dans 
le chapitre 1) d’après Tajbakhsh et al.[6] Elle présente l’avantage de former l’imine quantitativement en 
moins de 20 minutes avant d’ajouter le NaBH4 pour faire la réduction qui se fait totalement en 1 à 2 heures. 
Cette voie d’amination réductrice en solvant TFE est très prometteuse et a été retenue au regard de la vitesse 
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à laquelle elle produit l’imine puis l’amine. Elle a été testée sur le composé 7b pour donner directement le 
composé 12b d’intérêt pouvant servir aux expériences RPE (Fig. 8).  
 
Figure 8. Synthèse du composé 12b à partir du composé 7b. 
Le rendement extrêmement faible de la réaction avec le TFE est imputé à la difficulté de purification du 
composé sur colonne en phase directe (Tableau 1). 
Tableau 1. Conditions de réaction pour la voie B. 
Conditions Réactif 1 Réactif 2 Réactif 3 Solvant Temps (h) Rendement 
1a 7a 4-amino-TEMPO 
NaBH3CN (ajouté 
après 2h) 
MeOH 16 
X 
1b 7a 4-amino-TEMPO 
NaBH3CN (ajout en 
même temps) 
MeOH 16 
X 
2 7b 4-amino-TEMPO NaBH4 TFE 2-3 10 % 
 
 
La caractérisation par RMN du composé 12b reste très difficile à analyser. Cependant son spectre SM en 
ESI est univoque en dépit de la présence d’un pic [M+H]+ m/z = 425,08 qui pourrait là encore indiquer 
qu’une très large quantité (au moins 70 %) du radical nitroxyle a été réduit en nitroxyde par le NaBH4. Le 
pic moléculaire [M+H]+ m/z = 424,08 attendu est obtenu avec un second pic m/z = 253,08 correspondant à 
un produit de fragmentation benzylique (Fig. 9). 
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Figure 9. A : Spectre SM du composé 12b. B : Agrandissement entre 405 et 455. C : Agrandissement entre 235 et 270. D : Structure 
des ions moléculaires pour le pic m/z = 424.08 et m/z = 253.25 
 
La synthèse du composé 12b est donc possible mais elle n’est pas satisfaisante en raison d’une part du faible 
rendement obtenu et d’autre part de la neutralisation du radical qui la rend très peu utile pour des expériences 
en RPE. Voilà pourquoi cette molécule n’a pas été utilisée par la suite pour les expériences RPE avec le 
peptide Aβ. 
II.2. Synthèse du composé 16b par amidation. 
 
 II.2.a. Production des composés 13a/13b. 
 
La synthèse du composé 13b se fait à partir du composé 5a en 2 étapes : une estérification suivie d’une 
déprotection ou bien l’inverse (Fig. 10). 
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Figure 10. Voies de synthèse des composés 13a et 13b à partir du composé 5a. 
Les réactions de saponification se font dans un mélange CH3OH/ACN avec de l’hydroxyde de potassium 
avec un rendement compris entre 70 et 100 %. Les réactions de déprotection de la fonction Boc se font de 
la même manière que décrite dans le chapitre 2 de la synthèse de la NMA §IV.1. Ici l’obtention du produit 
5b s’est faite avec un rendement de 50%, le produit 13b quant à lui a été obtenu depuis le produit 13a avec 
un rendement quantitatif. Les produits 13a et 13b ont été utilisés ensuite pour les réactions d’amidation avec 
les dérivés 4-amino-TMP et 4-amino-TEMPO. 
 II.2.b. Voie 1 : intégration du motif 4-amino-TMP 
 
Voie directe d’amidation 
 
L’ajout du motif 4-amino-TMP sur le composé 13a/13b s’est produit en activant in situ l’acide carboxylique 
par 2 procédés : 
- Une activation par le couple 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC), et de la 
diméthylaminopyridine (DMAP), dont les différentes réactions testées sont présentées ci-dessous 
(Tableau 2). 
Tableau 2. Réactions effectuées par couplage direct avec le couple EDC/DMAP. 
N°  Composé Réactif Réactif Réactif Temps (h) 
1 13b EDC (1,3 éq) DMAP (5 éq) X 8 
2 13b EDC (1,3 éq) DMAP (1 éq) X 18 
3 13a EDC (1,3 éq) DMAP (0,1 éq) NEt3 (1 éq) 72 
4 13a EDC (1,3 éq) DMAP (0,1 éq) DBU (1,2 éq) 96 
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Les voies de synthèse permettent une formation du produit mais également d’autres sous-produits. De plus 
la purification, très difficile en phase directe, n’a pas permis un isolement du produit désiré de manière 
efficace. Ceci a conduit à un changement de stratégie d’activation du carboxylate par formation du chlorure 
d’acyle in situ permettant la réaction d’amidation avec l’ajout de l’amine. 
- La réaction fut tentée avec le SOCl2 comme agent de chloration en présence du DMF sans succès.[7, 8] 
Elle a ensuite été réalisée avec la N,N,N′,N′-tétramethylchloroformamidinium hexafluorophosphate 
(TCFH) comme agent de chloration et de N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA) comme base.[9, 10] Les 
résultats obtenus sont répertoriés dans le tableau ci-dessous (Tableau 3). 
Tableau 3. Conditions expérimentales pour la formation in situ du chlorure d'acyle. 
N° Acide Réactif Réactif Solvant Temps (h) Rendement (%) 
1 13a SOCl2 DMF CH2Cl2 18 0 
2 13a TCHF DIPEA CH2Cl2 18 4 
 
La purification du produit reste difficile en raison de l’amine secondaire qui retient le produit sur la silice 
en phrase directe. Le produit désiré 14a a été obtenu avec un rendement de 4 %. En dépit du faible rendement 
il a été décidé de conserver cette voie de réaction pour la tester avec le dérivé 4-amino-TEMPO et donc 
d’abandonner la voie 1 au profit de la voie 2. 
 II.2.c. Voie 2 : introduction du 4-amino-TEMPO 
 
Voie directe d’amidation par l’utilisation du TCFH/DIPEA 
  
L’amidation a donc été testée avec le dérivé 4-amino-TEMPO et le composé 13a en présence de 
TCFH/DIPEA. Elle n’a conduit qu’à un rendement de l’ordre de 14 %. Le résultat est meilleur qu’avec le 
dérivé 4-amino-TMP mais cela reste insuffisant pour obtenir le composé en quantité suffisante. L’approche 
a donc été changée en utilisant un autre moyen d’activation du carboxylate par l’utilisation de le 
N-hydroxysuccinimide (NHS). 
Voie indirecte d’amidation par formation d’un acide activé par la NHS. 
 
Afin de faciliter les purifications, une activation de l’acide carboxylique par le NHS a été choisie, cette 
approche permet d’isoler un dérivé plutôt stable à l’hydrolyse et pouvant être stocké à basse température. 
Cette réaction s’effectue dans le THF anhydre avec l’EDC, et la DMAP.[11] Celle-ci se produit en 3 étapes 
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selon le mécanisme suivant : i) déprotonation de l’acide carboxylique par l’EDC, celle-ci permet 
d’exacerber le caractère électrophile du carbone de la carbodiimide ii) celui-ci est dès lors attaqué par le 
carboxylate pour former un adduit carboxylate-EDC qui est à son tour attaqué par la DMAP pour former un 
adduit carboxyl-DMAP. iii) le NHS est ensuite déprotonné par l’EDC permettant l’attaque sur l’adduit pour 
régénérer la DMAP et former l’ester activé de l’acide carboxylique (Fig. 11). Le produit peut être facilement 
purifié sur colonne avec un gradient d’un mélange cyclohexane/acétate d’éthyle. 
 
Figure 11. Mécanisme réactionnel de l'activation de l'acide carboxylique par la NHS. 
 
L’ester de NHS peut ensuite être converti en amide par l’ajout de la 4-amino-TEMPO en présence de TEA 
dans le CH2Cl2, le produit désiré 16b peut être isolé avec un rendement de 87 % (Fig. 12).  
 
Figure 12. Schéma réactionnel de l'amidation du composé 15b en 16b. 
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Cette voie de synthèse par amidation a permis l’obtetion du composé 16b avec un rendement de 42 % depuis 
le produit 5a. 
III. Synthèse du composé 9b : la sonde 2-aryl-BzT de photoaffinité 
 
 III.1. Formation de la diaziridine. 
  
La formation de la diaziridine est effectuée à partir d’acide 4-trifluoroacétylbenzoïque en 4 étapes de 
synthèse (Fig. 13) :  
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Figure 13. Enchaînement réactionnel pour obtenir le composé 5' depuis l'acide 4-trifluoroacétyl-benzoïque. 
Elle commence par la méthylation de la fonction COOH de l’acide 4-trifluoroacétylbenzoïque en présence 
du chlorure d’acétyle dans le méthanol pour obtenir l’ester de méthyle X2 correspondant avec un très bon 
rendement (supérieur à 90%). La formation d’un sous-produit comportant un acétal a été observée et peut 
s’expliquer par le très fort effet inductif du groupement trifluorométhyle (Fig. 14). Cette espèce a cependant 
pu être engagée pour la suite des réactions sans engendrer de difficultés. 
 
Figure 14. Formation de l’acétal par addition du méthanol. 
L’étape suivante est en effet une attaque nucléophile sur le carbonyle de trifluoroacétyle par le chlorhydrate 
de l’hydroxyle amine dans la pyridine. Cette réaction permet d’obtenir l’oxime désirée X3. Le produit est 
isolé avec un rendement de 93%. 
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La fonction hydroxyle est ensuite modifiée par l’action de chlorure de tosyle en présence de triéthylamine 
et de DMAP, donnant le produit X4 avec un rendement à 90%. La combinaison de Et3N/DMAP permet 
d’utiliser la DMAP, qui active le chlorure de tosyle, en quantité sous stœchiométrique.  
La formation du cycle diaziridine s’effectue par l’attaque d’ammoniac sur le carbone sp2 de l’imine, 
conduisant à l’apparition d’une charge négative sur l’azote. La cyclisation en diaziridine s’effectue 
formellement par une SN centrée sur l’azote, qui permet de créer la liaison N-N par départ du tosylate 
(Fig. 15). Cette réaction se fait avec un rendement excellent de 98%. Cet intermédiaire 5’ s’est avéré 
relativement stable dans le temps et peut être conservé à basse température. 
 
Figure 15. Mécanisme réactionnel de la formation de la fonction diaziridine. 
 
 III.2. Formation de la diazirine et activation du groupement carboxylate 
 
La formation du composé 8’ à partir de 5’ se produit en 4 étapes consistant en la formation de la fonction 
diazirine puis à l’activation de l’acide carboxylique puis le couplage avec la NMA (Fig. 16). 
 
Figure 16. Enchaînement réactionnel pour obtenir le composé 8' depuis le composé 5'. 
La fonction diaziridine est dans un premier temps oxydée par le diiode en présence d’un excès de 
triéthylamine pour piéger les molécules d’acide iodhydrique formées lors de la réaction (Fig. 17). La 
diazirine 6’ est obtenue avec un rendement de 77 %. Dès lors, il convient pour toutes les réactions suivantes 
et le stockage de placer le produit à l’abri de la lumière, la fonction diazirine étant, comme désirée, réactive 
sous irradiation UV. La poursuite de la synthèse consiste en l’activation de la fonction acide pour pouvoir 
effectuer le couplage avec les composés 8a. L’ester est tout d’abord saponifié dans un mélange MeOH/H2O 
en présence de NaOH avec un rendement de 80%.  
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Figure 17. Mécanisme réactionnel de l'oxydation de la fonction diaziridine en la fonction diazirine. Deux équivalents d’acide 
iodohydrique sont formés. 
La dernière étape consiste en l’activation de l’acide carboxylique par formation de l’ester de la NHS par 
action de EDC en présence de DMAP (Fig. 18).[11]  
 
Figure 18. Synthèse du composé 8’. 
 
III.3. Réaction de couplage entre la NMA protégée au Boc et le dérivé diazirine. 
 
 III.3.a. Description de la réaction de couplage.  
 
Le couplage des composés 8’ et 8a est réalisé dans le CH2Cl2 en présence d’une base non nucléophile. La 
réaction se fait avec un rendement moyen de 36% (Fig. 19). Plusieurs hypothèses ont été avancées pour 
expliquer cette faible valeur : i) la purification est très difficile en raison des Rf très proches du composé 8’ 
et 9a ce qui conduit à des successions de purification par chromatographie. L’utilisation d’un excès du 
composé 8a et de base pourrait résoudre une partie du problème. ii) l’amine secondaire de la NMA est 
relativement encombrée, ce qui peut gêner l’attaque nucléophile sur le carboxylate. 
 
Figure 19. Schéma réactionnel de l'amidation du composé 8' par le composé 8a. 
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 III.3.b. Description des spectres RMN du composé 9a. 
 
Cette réaction conduit à la formation du composé 9a, la RMN 1H présente plusieurs caractéristiques à 273 
K : i) une paire de singulet à 4,83 ppm et 4,56 ppm dont la somme des intégrations vaut 2 protons. Il s’agit 
du groupement –CH2- lié à l’azote de l’amide (Fig. 20). Le singulet à 4,83 ppm intègre pour 1,20 et le 
singulet à 4,56 ppm intègre pour 0,80. ii) Une autre paire de singulet à 3,00 ppm et 2,85 ppm dont la somme 
des intégrations vaut 3 protons. Il s’agit du groupement CH3 sur l’azote de la fonction amide (Fig. 20). Le 
singulet à 3,00 ppm intègre pour 1,20 et l’autre à 2,85 ppm intègre pour 1,80. 
L’aspect de ces massifs est dû à l’existence du composé 9a sous la forme de 2 rotamères du fait de la liaison 
amide. En effet, le caractère partiellement double de celle-ci conduit à une restriction du degré de liberté de 
rotation autour de la liaison C-N induisant l’existence de 2 rotamères s-cis-9a et s-trans-9a observables en 
RMN (Fig. 20).[12, 13] 
 
Figure 20. A gauche : Schéma des structures de résonance de la liaison amide mettant en évidence la formations des rotamères. A 
droite : Structures des rotamères cis et trans du composé 9a. En vert le groupement CH2 et en rouge le groupement CH3. 
Pour s’assurer que ces différents signaux sont bien dûs aux 2 rotamères, des acquisitions 1H RMN avec 
variation de température ont été effectuées, les températures variant de 233 à 343 K. On constate clairement 
une coalescence des pics du CH2 ou des pics du CH3 à haute température. En effet à haute température, 
l’énergie apportée permet de franchir la barrière d’activation de rotation autour de la liaison C-N conduisant 
à une équivalence chimique des protons (Fig. 21).[14] 
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Figure 21. Spectres RMN 1H à différentes températures. Les flèches indiquent le déplacement des massifs protoniques lors du 
phénomène de coalescence. En vert pour le groupement CH2 et en rouge pour le groupement CH3. 
 
À température ambiante, les différences d’intégration pour les pics de chacun des rotamères indiquent une 
espèce présente à 60 % et l’autre à 40 %. Pour déterminer correctement le rotamère le plus abondant, un 
spectre NOESY a été effectué à 253 K. À cette température l’ensemble des massifs de protons appartenant 
aux 2 rotamères sont présents, ce qui permet l’attribution de l’ensemble des déplacements chimiques des 
protons des deux rotamères. Il apparait donc un trio de pics pouvant être attribués à l’un et l’autre des 
rotamères : 2,83 ; 4,81 et 7,58 ppm (rotamère présent à 60 %) et 2,97 ; 4,54 et 7,53 ppm (rotamère présent 
à 40 %) correspondant respectivement aux groupements CH3, CH2, et H aromatique de la diazirine (Fig. 
22). L’expérience NOESY permet d’identifier ces rotamères à travers l’espace entre les différentes 
fonctions. Pour l’un des rotamères, ce sera le couplage entre le CH3 et le H aromatique qui sera observé, 
dans l’autre ce sera le couplage entre le CH2 et le H aromatique qui sera observé (Fig. 22).  
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Figure 22. A gauche : Structure de composé 9a avec les déplacements chimiques des protons pour les 2 rotamères. A droite les 
corrélations NOESY observables dans les 2 rotamères s-trans-9a et s-cis-9a. 
Les spectres NOESY acquis présentent ainsi une corrélation entre les pics 2,83 et 7,56 ppm attribuée au 
rotamère s-trans-9a et une corrélation entre les pics 7,53 et 4,54 ppm attribuée au rotamère s-cis-9a (Fig. 
23). 
 
Figure 23. Corrélation NOESY observées à 253 K. 
En conclusion, à 298 K, le rotamère présent à 60 % est le s-trans-9a et celui présent à 40 % est le s-cis-9a. 
Cette différence de proportion s’explique par le fait que la conformation s-trans permet de limiter la gêne 
stérique du motif 2-aryl-BzT et du motif aryl-diazirine. 
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III.3.c. Déprotection de la fonction Boc portée par le composé 9a. 
 
La déprotection du composé 9a se fait de la même manière que décrite dans le chapitre II de la synthèse de 
la NMA §IV.1. Dans ce cas, le composé 9b, d’intérêt pour effectuer le photomarquage du peptide Aβ, est 
obtenu avec un rendement moyen de 50 %. Les phénomènes observés en RMN du composé 9b sont très 
similaires que celles décrites pour le composé 9a. Il y a la présence des 2 rotamères selon une proportion de 
60 et 40 % identiques (Fig.24). 
 
 
Figure 24. Spectre RMN 1H du composé 9b à 253 K. Les intégrations indiquent bien un ratio 60/40 des 2 rotamères présents. 
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IV. La Chimie click et la fonction azoture 
 
IV.1. Généralités  
 
La chimie « click », telle qu’énoncée par Sharpless et al. en 2001,[15] trouve son origine dans l’étude du 
vivant et la chimie verte. Il s’agit d’un ensemble de réactions chimiques qui comprennent un certain nombre 
de critères stricts. Ces réactions doivent : 
- être modulaires, avec une large gamme d’applications pour différents substituants 
- avoir un très haut rendement, ne produisant que des sous-produits inoffensifs 
- stéréospécifiques mais pas nécessairement énantiosélectives 
- avoir des conditions expérimentales simples, c’est-à-dire insensible à l’eau et à l’oxygène 
- utiliser des réactifs de départ accessibles 
- pouvoir idéalement se faire sans solvant, sinon dans l’eau ou encore dans un solvant facilement 
éliminable 
- former un produit facilement isolable et pouvant être purifié sans méthode chromatographique. 
Les auteurs préconisent la distillation ou bien la cristallisation 
- produire un composé stable dans les conditions physiologiques 
- avoir une grande force motrice thermodynamique, c’est-à-dire supérieure à 20 kcal.mol-1 (ou 84 
kJ.mol-1) 
Sharpless et al. classent ainsi différentes réactions répondant aux critères ci-dessus (Fig. 25) : 
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Figure 25. Schéma général sur les différentes réactions de Chimie "click". 
Afin de pouvoir coupler des fragments d’intérêt avec le motif 2-aryl-BzT nous avons choisis la fonction 
azoture –N3. Celle-ci présente une réactivité particulière et des capacités à réagir avec d’autres fonctions 
permettant différentes réactions de couplage direct comme la cycloaddition (3+2) de Huisgen ou permettant 
d’accéder à des fonctions permettant les couplages. Ses propriétés chimiques seront présentées et discutées 
dans la partie suivante. 
IV.2. Réactivité des azotures 
 
Les azotures font partie du groupe des composés organiques de la famille des dipôles 1,3 dans lesquels 3 
atomes se partagent 4 électrons-pi délocalisés comme les composés nitro ou les nitrones et présentent 2 
formes mésomères (Fig. 26). Ils sont globalement neutres, mais avec une séparation de charges. 
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Figure 26. Schéma de la délocalisation des électrons π de la fonction azoture. 
 
Cette fonction s’est montrée intéressante puisqu’elle offre plusieurs possibilités de réactions donnant des 
dérivés intéressants (Fig. 27) :  
i) La cycloaddition 1,3-dipolaire ou (3+2) cycloaddition de Huisgen,[16] elle permet la 
formation d’un cycle à 5, le 1,2,3-triazole par couplage entre l’azoture et l’alcyne. Cette 
réaction sera développée dans la partie suivante. 
ii) La formation de fonction aziridine avec l’utilisation d’un alcène par formation d’un 
nitrène (avec perte de N2) permet dès lors de former le cycle à 3 contraint pour effectuer 
de la chimie « click ».[17] 
iii) Avec la triphenylphosphine, il forme un iminophosphorane dans la réaction de 
Staudinger.[18-20] Cet iminophosphorane peut former des imines par ajout de 
composés carbonylés lors de réactions « aza-Wittig ».[21, 22] L’iminophosphorane 
peut être également réduit en amine dans des conditions très douces. Ces deux réactions 
génèrent de l’oxyde de triphénylphosphine (PPh3O), un produit polaire assez difficile à 
éliminer lors des purifications. Certaines techniques permettent cependant d’effectuer 
cette purification plus simplement : soit en fixant la triphénylphosphine (PPh3) sur 
support solide,[23] ou bien en faisant précipiter le PPh3O à l’aide de chlorure de 
zinc.[24] 
iv) La formation d’amine à partir d’azoture peut également être effectuée par 
hydrogénation catalytique de l’azoture. L’amine générée peut ainsi être couplée à 
d’autres composés pour former des amides, urées, thiourées, etc. 
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Figure 27. Les différentes voies d'accès à plusieurs fonctions chimiques à partir de l'azoture. 
IV.3. La réaction de cycloaddtion (3+2) de Huisgen 
 
Rolf Huisgen fut le premier à découvrir l’intérêt de la cycloaddition entre une fonction azoture et une 
fonction alcyne dans son article intitulé « 1,3-Dipolar Cycloadditions » de 1961.[25] Cette réaction permet 
à partir de ces 2 fonctions, de produire un cycle 1,2,3-triazole disubstitué en position 1 et 4 ou 1 et 5. La 
réaction se produit de manière concertée.[26] Le doublet électronique de l’azote chargé négativement 
attaque l’un des 2 carbones de la fonction alcyne, le doublet pi de la fonction alcyne est déplacé pour attaquer 
la liaison N=N+ de l’azoture fermant ainsi le cycle. Au final on obtient la formation de 2 nouvelles liaisons 
σ. Cette réaction se produit à haute température et est plutôt lente et produit les 2 régioisoméres (Fig. 28). 
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Figure 28. Mécanisme réactionnel de la réaction de Huisgen. 
De manière indépendante, les équipes de Sharpless et de Morten ont mis en évidence la capacité du Cu(I) à 
catalyser cette réaction de cycloaddition de façon régiosélective en 2002.[27, 28] Les sels de Cu(I) ont en 
effet la propriété de permettre la synthèse du régioisomère substitué aux positions 1 et 4 uniquement. 
L’équipe de Sharpless décrouve plus tard en 2005 que les sels de ruthénium quant eux, permettent la 
régiosélectivité opposée de cette réaction en produisant le régioisomère substitués aux positions 1 et 5.[29] 
Ces découvertes ont permis l’utilisation croissante de la cycloaddition azide-alcyne (azide-alkyne 
cycloaddition = AAC) pour la synthèse de nombreuses molécules, entre autre celles à visée biologique. En 
effet, le cycle 1,2,3-triazole fait parti des fonctions dites « biosisostères » des fonctions amides, ça signifie 
que la fonction triazole confère globalement la même géométrie et le même volume occupé dans la structure 
de la molécule que la fonction amide avec des moments dipolaires proches (Fig. 29).[30-33] 
 
Figure 29. Isostérie de la fonction amide et triazole. 
 
IV.4. Fonctionnalisation du motif 2-aryl-BzT par cycloaddition de Huisgen 
 
Dans le cadre de nos travaux nous nous sommes intéressés aux couplages directs par cycloaddtion (3+2) de 
Huisgen. En effet comme vu dans la partie V du chapitre 1, le motif BzT a servi de base afin d’élaborer 
différentes molécules pour les études in vitro et in vivo du peptide Aβ mais peu d’entre elles utilisent la 
CuAAC pour fonctionnaliser le motif 2-aryl-BzT. À ce jour, l’équipe de Seyfried a synthétisé le « clickable 
PiB » comportant un alcyne permettant le couplage avec d’autres fluorophores ou bien des billes 
magnétiques (Fig. 30).[34]  
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Figure 30. Schéma de couplage du "Clickable PiB". (Seyfried, 2017) [34] 
Dans ces travaux, nous proposons ici la synthèse de 2 nouveaux composés originaux par l’utilisation de la 
fonction azoture portée par le motif 2-aryl-BzT (Fig. 31). 
 
Figure 31. Dérivés alcynes utilisés pour l'accès aux sondes originales du motif 2-aryl-BzT. 
 
IV.5. Voie d’accès au dérivé azoture 
 
2 voies de synthèse ont été employées afin d’accéder au dérivé azoture du 2-aryl-BzT (Fig. 32) : 
- Une voie A indirecte générale où le composé 6a est fonctionnalisé par l’ajout d’un groupement 
tosyle sur l’alcool. La formation d’un tel dérivé permet d’avoir un bon groupement partant sur 
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le carbone benzylique. On peut ainsi fonctionnaliser le dérivé 2-aryl-BzT par l’ajout d’une 
espèce nucléophile dont bien sûr l’ion azoture. 
- Une voie B directe spécifique où le composé 6a est directement converti en azoture. 
 
Figure 32. Les 2 voies d'accès au dérivé azoture du 2-aryl-BzT. 
 
IV.5.a. Voie A indirecte par la formation du dérivé tosylate. 
 
Formation du dérivé tosyle 
 
Afin de trouver le bon protocole de tosylation, une série de synthèse a été effectuée à partir d’une molécule 
modèle : l’alcool benzylique. L’idée est de pouvoir utiliser différents protocoles de tosylation et d’en vérifier 
l’avancement par CCM et RMN 1H. La réaction qui permettra d’obtenir le dérivé tosyle de la manière la 
plus aisée possible sera choisie pour être effectuée sur le dérivé 6a (Fig. 33). 
 
Figure 33. Schéma général pour la réaction de tosylation. 
Les différentes conditions de réaction sont reportées sur le tableau ci-dessous (Tableau 4). 
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Tableau 4. Conditions utilisées pour la formation du tosylate de benzyle. 
N° 
Nom dans 
Lab Book 
Base Solvant 
Temparture 
(°C) 
Temps 
(heures) Références 
1 AP_IV_39 Et3N + DMAP 
CH2Cl2 
anhydre 
0  r.t. 72 [35, 36] 
2 AP_IV_43 KOH THF -10 4 [37] 
3 AP_IV_40 DBU CH2Cl2 0  r.t. 72 [38]a 
4 AP_IV_38 K2CO3 X r.t. 0,16 [39-42]
b
 
5 AP_IV_42 KOH Et2O r.t 3 [43] 
6 AP_IV_41 NaOH  Et2O/H2O Et2O, 0°C 1 [44, 45] 
a La réaction produit le dérivé chlorure de benzyle. b La réaction se produit sans solvant par broyage au 
mortier. 
Le suivi de la réaction par CCM a donné les profils suivants, la plaque a été teintée à l’aide de vanilline 
(Fig. 34) : 
 
Figure 34. Migrations CCM de toutes les conditions de tosylations. 
Le profil CCM permet de visualiser la formation d’un produit pour les réactions 38, 41, 42 et 43 dont le 
Rf=0,52 très proche du TsCl mais donne une couleur différente par coloration à la vanilline. Concernant les 
RMN, toutes ont été comparées aux RMN de l’alcool benzylique, du chlorure de tosyle et du chlorure de 
benzyle. On peut ainsi comparer les différents déplacements chimiques, en particulier celui du CH2 
benzylique qui est différent selon le substituant alcool (4,59 ppm) ou chlorure (4,65 ppm). Le CH3 du 
chlorure de tosyle possède quant à lui un déplacement à 2,49 ppm (Fig. 35).  
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Figure 35. Spectre 1H de l'alcool benzylique, du chlorure de tosyle, et du chlorure de benzyle. 
Ici ne sera présenté que le spectre 1H de la réaction AP_V_38 dont le spectre RMN fut le plus lisible. Il y 
apparait un pic notable à 5,06 ppm intégrant pour 2 protons, un pic à 2,44 ppm intégrant pour 3 protons. On 
note la présence du CH2 de l’alcool benzylique (4,58 ppm) ainsi que la présence très faible du CH3 du 
chlorure de tosyle (2,48 ppm), ce qui suggère donc la formation du dérivé tosylate (Fig. 36). 
 
Figure 36. Spectre 1H de l'expérience AP_V_38. 
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Il est à noter que les réactions 41, 42, et 43 produisent également le dérivé tosyle, mais la réaction 38 fut 
privilégiée en raison de la facilité et de la rapidité avec lesquelles elle se produit. 
La réaction a ensuite été effectuée avec succès avec le composé 6a pour donner le composé 17a avec un 
rendement compris entre 60 et 90 % (Fig. 37).  
 
Figure 37. Schéma réactionnel de la tosylation du composé 6a. 
Cependant, les spectres RMN 1H et spectres de masse sur plusieurs produits issus de la réaction 6a en 17a 
montrent la présence de l’alcool benzylique indiquant que la réaction n’est pas totale. Une purification a 
donc été faite ; malheureusement le produit s’est révélé extrêmement instable sur colonne donnant 2 
fractions. Cette purification a conduit à la régénération du composé 6a, mais également au produit de la 
réaction du composé 6a sur le composé 17a donnant un dimère du composé 6a comportant un lien éther. Le 
pic m/z = 745,17 correspond à l’adduit Na+ du dimère (Fig. 38). 
 
Figure 38. Spectre 1H (à gauche) et spectre de masse (à droite) du dimère. 
Cette instabilité nous a amené à poursuivre la réaction de formation de l’azoture sans purification préalable. 
La purification sera alors faite après la formation de l’azoture. 
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 Introduction de l’azoture par SN 
 
L’introduction du motif azoture est effectuée en mettant en solution dans le DMF le dérivé tosyle 17a et le 
sel d’azoture de sodium (NaN3) en chauffant à 70 °C sur la nuit (Fig. 39).[46-48]  
 
Figure 39. Schéma réactionnel de la formation du dérivé azoture 18a. 
La réaction peut être facilement suivie par CCM, le dérivé azoture possédant un Rf autour de 0,5 dans des 
conditions peu éluante (cyclohexane/acétate d’éthyle ; 8/2) et vire au orange très intense lors de la coloration 
par la vaniline. Cependant bien qu’il soit possible de purifier facilement le produit, les rendements de 
réactions après purification, compris entre 30 et 40 %, nous ont conduit à abandonner la voie A au profit de 
la voie B. 
 
IV.5.b. Voie B directe à partir de l’alcool. 
 
La fonction azoture peut être directement obtenue à partir de l’alcool. En effet, la fonction azoture peut être 
échangée avec une fonction alcool lors d’une réaction de type Mitsonubu par l’utilisation de 
l’azodicarboxylate de diéthyle (diethyl azodiacarboxylate : DEAD), de Ph3P et l’azoture de 
diphénylphosphoryle (Diphenylphosphoryle azide : DPPA) en tant qu’espèce donneuse d’azoture selon le 
protocole établit par Lal et al.[49] Cependant cette réaction n’a pas donné le produit attendu (Fig. 40). 
 
Figure 40. Schéma réactionnel de la réaction en présence du DPPA, DEAD et de la PPh3. 
Une autre réaction utilisant le DPPA a été également effectuée avec l’utilisation du DBU dans le THF.[50] 
Etant donné que la réaction précédente a échoué dans le THF, celle-ci a été également testée en utilisant 
l’ACN et l’acétone, deux autres solvants polaires aprotiques. Pour limiter l’emploi du composé 6a, l’alcool 
benzylique a été utilisé lors d’expériences préliminaires (Fig. 41). 
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Figure 41. En haut : schéma de la réaction avec l'alcool benzylique. A gauche : Tableau répertoriant les 3 conditions de solvants. 
A droite : représentation des migrations CCM des réactifs et produits pour les 3 conditions. 
Les résultats en CCM nous indiquent, pour les conditions 1 et 2, la formation d’un produit ayant un Rf = 
0,58 et une coloration orangée lors de la révélation à la vanilline ce qui tend à confirmer la formation d’un 
dérivé azoture. Les milieux réactionnels des conditions 1 et 2 ont été récoltés sans traitement en vue d’être 
purifié par flash chromatographie. Le produit récolté est ensuite analysé par RMN 1H et comparé avec 
l’alcool benzylique. Le déplacement chimique du CH2 est de 4,59 ppm sur l’alcool benzylique et est de 4,35 
ppm sur l’azoture conformément avec la valeur trouvée dans la littérature.[51] Ceci, avec le spectre GC-MS 
([M+H]+ m/z = 133), a donc confirmé la formation de l’azoture par l’utilisation du DBU. 
Cette réaction a donc été testée avec le composé 6a. Celui-ci est entièrement converti en dérivé azoture en 
2 à 4 heures avec un haut rendement de 90 % (Fig. 42). 
 
Figure 42. Schéma réactionnel de la formation du dérivé azoture 18a à partir de l'alcool 6a. 
Le mécanisme de cette réaction est le suivant. L’alcool attaque le dérivé phosphoryle permettant la libération 
de l’anion azoture. Ceci permet la formation d’un dérivé d’acide phosphorique qui est un bon groupement 
partant. L’anion azoture attaque le carbone par SN2 permettant la libération de l’acide diphénylphosphorique 
et la formation du produit désiré (Fig. 43). 
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Figure 43. Mécanisme réactionnel de la formation de l'azoture à partir de l'alcool. 
 
 
IV.6. Déprotection de la méthylaniline du composé 18a. 
 
La déprotection de la méthylaniline s’effectue en solubilisant le composé 18a dans un mélange DCM/TFA 
à 0°C pendant 2 heures. La réaction s’est faite avec un rendement de 80 % pour donner le composé 18b 
(Fig. 44). 
 
Figure 44. Structure du composé 18b. 
 
V. Réaction avec les composés 18a/18b. 
 
V.1. Formation de l’amine 
 
La fonction azoture peut être convertie en amine par 2 voies de synthèses différentes : l’hydrogénation 
catalytique avec l’utilisation du palladium sur charbon (Pd/C) et par la réaction de Staudinger. 
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V.1.a. Hydrogénation catalytique 
 
L’hydrogénation catalytique est une technique très employée en chimie organique depuis les travaux de 
Paul Sabatier en 1897. Elle permet l’addition d’une molécule de dihydrogène (H2) à une molécule possédant 
une ou plusieurs liaisons insaturées dans sa structure à l’aide d’un catalyseur. Cette réaction permet de 
nombreuses transformations : des alcènes en alcanes, d’aldéhyde ou cétone en alcool, d’amide en amine. 
L’azoture peut être réduit en amine par hydrogénation catalytique avec le Pd/C comme catalyseur.[52] La 
réaction se produit dans l’éthanol avec un rendement acceptable de 64 % (Fig. 45). 
 
Figure 45. Schéma de réaction de la conversion de l'azoture en amine. 
 
V.1.b. La réaction de Staudinger 
 
Découverte en 1919 par Hermann Staudinger,[18] cette réaction met en jeu un dérivé azoture avec le 
triphénylphosphine qui permet la formation d’un phosphazène par élimination de N2. L’ajout d’eau permet 
de produire l’amine souhaitée et l’oxyde de triphénylphosphine (Fig. 46). 
 
Figure 46. Mécanisme réactionnel de la réaction de Staudinger. 
Cependant le produit de cette réaction avec le composé 18a fut difficile à purifier en raison du caractère 
polaire de l’oxyde de triphenylphosphine qui est co-élué avec le dérivé amine lors de la purification sur 
colonne. Afin de contourner cette difficulté, du Boc2O en présence de K2CO3 et d’H2O ont été ajoutés après 
que l’azoture soit totalement consommé. Cela permet d’isoler un dérivé 19c bien moins polaire que l’amine 
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facilitant sa purification. Une fois que le dérivé protégé au Boc est obtenu, il ne reste plus qu’à déprotéger 
de part et d’autre de la molécule pour obtenir le dérivé amine 19b souhaité (Fig. 47). 
 
Figure 47. Enchaînement réactionnel pour l'obtention du dérivé amine 19b. 
Cependant la quantité limitée du composé 18a ne nous a pas permis de continuer la production du composé 
19b. De plus, des travaux menés en parallèle au sein de l’équipe ont permis d’obtenir le dérivé amine 
souhaité par l’usage d’un dérivé bromé du 2-aryl-BzT en présence d’aminométhyltrifluoroborate et de 
palladium comme décrit par Molander et al.(Fig.48).[53, 54] 
 
Figure 48. Accès au dérivé amine à partir du dérivé bromure. 
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V.2. La cycloaddition Azoture-Alcyne catalysée au cuivre (CuAAC). 
 
L’intérêt majeur de produire les dérivés azotures reste lié à leur capacité à former des triazoles avec les 
alcynes en présence de Cu(I). Cette expérience se conduit en présence de CuSO4 (5 %mol) et d’ascorbate 
afin de produire le Cu(I) in situ. Le système de solvant est adapté en fonction de la solubilité des composés 
utilisés. De manière générale la réaction se produit dans 50 % d’H2O et 50 % d’un autre solvant polaire 
miscible dans lequel les composés alcynes et azotures sont tous les deux solubles. La réaction se produit 
avec de bons rendements autour de 65 %. 
Les réactions ont été effectuées avec 2 dérivés alcynes pour conduire à la formation des composés d’intérêt 
(Tableau 5).  
Tableau 5. Conditions permettant l'accès aux différents dérivés triazoles par CuACC. 
Azoture Alcyne Solvant 
Temps 
(h) 
Rendement 
(%) 
Produit obtenu Références 
18a 
 
H2O/iPrOH 6 64 
 
[55, 56] 
18b 
 
H2O/THF 72 65 
 
[57, 58] 
 
Storr et al., ont mis en évidence que le motif pyridine-triazole est apte à chélater le Cu(II) et que ces 
composés ont un effet sur l’agrégation d’Aβ.[56] Par conséquent, nous avons envisagé la synthèse de 20a 
qui combine la fonction chélateur à un vecteur 2-aryl-BzT. La structure cristallographique du complexe 
[Cu(Cl2)(20a)]n a pu être obtenue validant les propriétés chélatantes d’un tel composé, et montrant une 
structure de polymère de coordination à l’état solide (Fig. 49). 
 
Figure 49. Structure cristallographique du complexe [Cu(Cl2)(20a)]n 
Le ligand 21b nommé Fc-BTA sera utilisé en électrochimie, la technique et les résultats obtenus seront 
décrit au cours du chapitre IV. 
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VI. Publication de la structure du complexe [Cu(Cl2)(20a)]n 
 
La structure cristallographique du complexe [Cu(Cl2)(20a)]n est l’objet d’une publication acceptée dans le 
journal Acta Crystallographica Section E. 
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VII. Conclusion et perspectives. 
 
L’étude de l’interaction du motif 2-aryl-BzT avec le peptide Aβ présentent un intérêt majeur dans le 
développement rationnel de structures permettant d’apporter de nouvelles molécules pouvant servir à la 
détection d’agrégats précoces du peptide Aβ dans le cadre du diagnostic clinique de la MA ou bien le 
développement de nouvelles molécules bifonctionnelles. 
Les travaux présentés dans ce chapitre présentent l’accès à 4 nouvelles structures originales. 
Les études de photoaffinité pourront être conduites avec le composé 9b. Celui-ci dérive de la NMA et 
comporte un fragment diazirine. Il s’obtient avec un rendement global de 20% en 2 étapes depuis le composé 
8a. Une optimisation possible du couplage consiste à utiliser directement le composé 7’ avec l’EDC pour 
coupler directement avec le composé 8a. 
Les études RPE pourront être effectuées avec les composés 12b et 16b comportant un radical nitroxyl de 
type TEMPO. Le rendement global des réactions pour obtenir le dérivé 12b depuis le composé 7a/7b est 
extrêmement faible (<5%), ce qui est dû en partie aux difficultés de couplage par amination réductrice 
malgré des tentatives d’optimisation. Cependant, la réduction d’une partie du radical empêche son utilisation 
en RPE. Néanmoins, le composé 16b, s’obtenant avec un rendement satisfaisant de 42 % en 4 étapes depuis 
le composé 5a, a été choisi pour les études RPE et RMN au cours des chapitres IV et V. 
Concernant la formation de l’azoture et les réactions de CuAAC, ces réactions n’ont à ce niveau pas besoin 
d’être davantage optimisées. Le ligand 21b disposant d’un noyau ferrocène permettra des études 
d’agrégation par électrochimie qui seront présentées au chapitre suivant. On peut également proposer la 
formation d’un ligand comportant un rhénium lié au CO pour des études d’interactions entre le ligand et les 
structures d’Aβ par infrarouge (Fig.50).[59] 
 
Figure 50. Structure du ligand Re(CO)3-BTA pour les études par infrarouge. 
Les chapitres IV et V présenteront l’utilisation des composés synthétisés dans l’étude de l’agrégation du 
peptide Aβ ou bien dans la détermination du site d’interaction entre les ligands 2-aryl-BzT et le peptide. 
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Chapitre IV : Techniques de suivi d’agrégation de l’amyloïde-β. 
I. Introduction 
 
Afin d’étudier l’agrégation du peptide Aβ in vitro les chercheurs utilisent principalement la fluorescence de 
la ThT qui est exaltée lors de l’intercalation dans les fibres. Cependant cette méthode ne permet pas 
d’évaluer précisément les formes du peptide avec laquelle le ligand interagit puisque comme énoncé au 
chapitre I au §III.3 et §IV.1.b l’exaltation de la fluorescence est médiée principalement par la présence de 
feuillets β, donc toutes les structures de Aβ formant les feuillets β peuvent être détectées par fluorescence 
de la ThT.[1, 2] Voilà pourquoi on propose dans ce chapitre de présenter d’autres techniques pour étudier 
l’agrégation : l’électrochimie (par voltampérométries cyclique et à vague carrée) avec l’utilisation du ligand 
Fc-BTA et la RPE avec l’utilisation du composé TEMPO-BTA. Le TEMPO-BTA est également utilisé dans 
l’étude de l’interaction par RMN au cours du chapitre V. Ces techniques seront à mettre en parallèle avec 
l’étude par fluorescence de la ThT et de la sonde NMA (Fig. 1).  
 
Figure 1. Molécules et techniques associées pour l'étude de l'agrégation. 
En parallèle de ces études, on souhaite déterminer les affinités de différents dérivés du 2-aryl-BzT afin, 
éventuellement, de mettre en évidence une ou des relation(s) structure-affinité. Beaucoup de ligands reportés 
dans la littérature possèdent de très bonnes affinités avec des constantes de dissociations Kd de l’ordre du 
nM (cf. Chapitre 1§V). Cependant ces affinités ont été mesurées dans diverses conditions et par différentes 
méthodes (fluorescence, marquage radioactif,…) et également avec différents types de peptides Aβ40 ou 
Aβ42 qui peuvent se présenter sous différents états d’agrégation ; parfois même en évaluant l’affinité sur 
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des agrégats issus de cerveaux. En résumé, les études d’affinité reportées dans la littérature des différents 
ligands ne permettent pas de rationaliser facilement l’impact des variations de structures sur l’affinité avec 
les fibres d’Aβ. Pour cela, il est nécessaire de comparer différentes structures étudiées dans les mêmes 
conditions. 
Les molécules synthétisées au cours de cette thèse sont des dérivés du 2-aryl-BzT sous forme neutre, 
cationique et anionique. Les travaux de Klunk ont déterminé que les formes neutres du motif 2-aryl-BzT 
avaient de bien meilleures affinités qu’une forme cationique comme la ThT : on passe d’un Kd en nM à un 
Kd en µM.[3, 4] La haute affinité des formes neutres n’a plus été remise en cause depuis la synthèse du PiB, 
une forme neutre du 2-aryl-BzT par la même équipe dont le Kd a été évalué à 1 nM.[5-7]  
Pour mettre en évidence cette différence d’affinité entre les formes neutres et cationiques, on va comparer 
différents ligands synthétisés pendant ces travaux de thèse : la NMA, le HO-CH2-BTA, le Fc-BTA et la DA-
BTA dont les structures sont rappelées ci-dessous (Fig. 2). 
 
Figure 2. Structure des composés NMA, HO-CH2-BTA, Fc-BTA et DA-BTA. 
II. Mesures d’affinités des différentes sondes pour les fibres 
 
II.1. Principe et protocole 
 
Le principe est le suivant : on incube les molécules à une concentration de 0,5 µM en présence de fibres de 
Aβ28 à 0, 10, 50 et 100 µM et de fibres de Aβ40 à 0, 5 et 10 µM pendant une nuit dans [HEPES] = 50 µM 
pH 7,2 et ACN 5% (afin de garantir une solubilité dans les solutions aqueuses des ligands neutres). Les 
échantillons sont ensuite centrifugés et on dose le surnageant en notant l’AUC (Area Under Curve) du 
spectre d’émission. Le rapport de la valeur à 0 µM de fibres et les autres concentrations est ensuite effectué 
(on considère que à 0 µM on a 100 % du ligand qui est libre). Cela permet de déterminer un pourcentage 
d’insertion en solution par rapport à la quantité totale (Fig. 3).  
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Figure 3. Protocole de dosage du surnageant. 
On peut ainsi pour chacun des ligands comparer sa capacité à s’insérer dans les fibres déjà préformées. Ces 
expériences ont permis de déterminer certains paramètres photo-physiques des différents ligands ont 
également été déterminés et sont reportés dans le tableau ci-dessous (Tableau. 1). Ces mesures de 
fluorescence ont été effectuées sur le spectrofluoromètre Fluoromax-4 de Horiba Jobin Yvon dans une cuve 
en quartz SUPRASIL de 500 µL. 
Tableau 1. Principaux paramètres photophysiques des ligands en solution dans [HEPES] = 50 mM pH 7,2. 
Ligand λabs (nm) ε (10
3 M-1cm-1) λexc (nm) λém (nm) 
NMA 354 29,2 360 438 
HO-CH2-BTA 355 20,0 357 434 
Fc-BTA 370 21,2 356 433 
DA-BTA 370 86,9 356 428 
 
II.2 Résultats et interprétations 
 
 II.2.a. Analyse des pourcentages d’insertion 
 
On obtient les pourcentages de liaison ci-après (Fig. 4) : 
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Figure 4. En haut : Pourcentage d'insertion en fonction du ligand et de la concentration en Aβ28. En bas : Pourcentage d'insertion en fonction du 
ligand et de la concentration en Aβ40. [NMA]=[HO-CH2-BTA]=[Fc-BTA]=[DA-BTA] = 0,5 µM, [Aβ28] = 0 ; 10 ; 50 et 100 µM, [Aβ40] = 0 ; 5 et 10 
µM, [HEPES] = 50 mM pH 7,2 et ACN 5%.  
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On peut faire plusieurs observations : 
(i) Parmi les ligands testés, le Fc-BTA semble posséder la meilleure affinité avec les peptides Aβ28 
et Aβ40 où il sature à respectivement 90 % et 80 % de liaison.  
(ii) On remarque que le ligand HO-CH2-BTA semble mieux se lier aux fibres que ne le fait la NMA, 
ce qui semble signifier que les ligands neutres possèdent une meilleure affinité que les ligands 
cationiques. 
(iii) Cependant la DA-BTA bien qu’il soit un ligand neutre ne semble pas avoir d’affinité avec le 
peptide (au même niveau que la NMA). Comme le DA-BTA présente 2 rotamères en solution 
à température ambiante (cf Chapitre III §III.3.b.) il est possible que cette propriété gêne dans 
l’interaction en plus de l’encombrement stérique. 
(iv) Les peptides Aβ28 et Aβ40 ne sont pas équivalents pour des expériences d’affinité, en effet il 
faut environ 5 fois plus d’Aβ28 que d’Aβ40 pour avoir le même taux de liaison pour le Fc-
BTA, ce qui peut signifier que soit une partie des sites d’interactions soit formée dans la partie 
29-40 du peptide, ou bien que les fibres Aβ40 et Aβ28 ne forment pas le même type de fibres. 
II.2.b. Évaluation d’une constante de dissociation approximée K’d 
 
A partir des résultats obtenus pour [Aβ40] = 10 µM, on approche une valeur de Kd de la manière suivante : 
(i) la formule simple du Kd est donnée pour une interaction d’un ligand avec son récepteur pour un 
seul site d’interaction par récepteur en l’absence de phénomène de compétition.  
(ii) Ici nous ne pouvons pas connaître le nombre de sites d’interaction présents dans les fibres, et 
donc les concentrations en récepteur seront assimilées aux concentrations en peptide Aβ 
monomérique utilisées au départ de l’expérience (i.e. avant l’agrégation). 
(iii) Etant donné que la concentration totale en ligand est faible (0,5 µM) par rapport à la 
concentration totale en peptide Aβ monomérique (10 µM soit 20 équivalents), on peut en 
déduire (dans le cas où on a une interaction 1 ligand / 5 peptides Aβ monomérique)[3] que : 
[Aβ]libre = [Aβ]total – 5*[ligand]inséré 
On en déduit ici donc un Kd apparent nommé ici K’d des ligands envers le peptide (Fig. 5). 
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Figure 5. Equation du Kd simplifié et équation du K'd ; en dessous le tableau d'avancement de la réaction d'association (pour Aβ40 = 10 µM). 
 Le K’d déterminé ainsi pour chacun de ces ligands seront comparables entre eux et les ligands pourront 
ainsi être classés les uns par rapport aux autres en fonction de leur constante de dissociation apparente et 
donc de leur affinité apparente. Les valeurs obtenues sont reportées sur la frise ci-dessous (Fig. 6) : 
Figure 6. Frise classant les ligands par ordre croissant de leur K'd pour Aβ40 = 10 µM (frise noire) et pour Aβ28 = 100 µM (frise bleue). 
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On peut ainsi dire que, quelque soit la taille du peptide, l’affinité du Fc-BTA est de loin la meilleure 
comparée à celle de la NMA et de la DA-BTA (3 µM << 81 et 88 µM pour Aβ40). Le ligand HO-CH2-BTA 
quant à lui a une affinité 10 fois plus importante que la NMA et le DA-BTA. Grâce aux approximations 
faites sur la détermination du Kd il devient possible de pouvoir comparer relativement les ligands entre eux 
au cours d’une même expérience. La valeur de K’d obtenues pour Fc-BTA avec le peptide Aβ28 sera 
comparée à celle issue de l’expérience en électrochimie (cf. §IV.2.c). 
II.3. Conclusion et perspectives. 
 
Ces expériences de mesure d’évaluation d’affinité constituent une approche préliminaire pour comparer 
relativement les affinités entre différents ligands par fluorescence. Elles ont permis de montrer que les 
affinités des ligands diffèrent entre le peptide Aβ28 et Aβ40 où dans le cas du Fc-BTA on atteint la saturation 
pour 5 µM d’Aβ40 contre 50 µM d’Aβ28. Ces expériences ont permis de vérifier que les dérivés neutres 
semblent plus affins envers les fibres que ne le sont les dérivés cationiques, cela reste à confirmer à l’aide 
d’autres ligands issus de la même famille 2-aryl-BzT compte tenu du résultat de l’affinité limitée du DA-
BTA. On pourrait comparer différents ligands avec différents états de charge à pH physiologique (positive, 
négative ou neutre) et observer l’impact sur l’insertion dans les fibres, ces études pourraient être effectuées 
en comparaison avec le PiB ainsi que la ThT (commercialement disponibles) et serviraient de référence 
(neutre et cationique) pour l’affinité des fibres d’Aβ40. Les expériences sont en principe également 
transposables à l’UV-Vis (en ajustant certaines conditions), et on comparerait ainsi les deux techniques 
(UV-Vis/Fluo) pour voir si elles produisent des résultats cohérents. Ces expériences sont actuellement en 
cours dans l’équipe.  
III. Suivi de l’agrégation par la fluorescence de la NMA 
 
III.1. Principe de fluorescence 
 
Le principe de fluorescence a été énoncé lors du chapitre 1 en partie IV.1.b pour expliquer le phénomène 
d’exaltation de fluorescence lors de l’utilisation de la ThT. Cependant, il est remarqué que bien que « gold 
standard » dans l’étude d’agrégation cette technique comporte plusieurs défauts : 
i) In vitro : 
o L’exaltation de la fluorescence de la ThT est dépendante de la nature/ morphologie de fibres 
et donc n’est pas directement quantitative. 
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o Il est impossible de pouvoir évaluer correctement une affinité (Kd). En effet, lors de la phase 
de plateau, il n’est pas possible de savoir si l’intégralité de la ThT ou non a été incorporée 
lors du processus. Seul un dosage du surnageant par UV/Vis permet de déterminer la 
quantité de ThT insérée dans les fibres. 
ii) In vivo : 
o La charge permanente positive de la ThT l’empêche de bien traverser la Barrière Hémato-
Encéphalique (BHE). 
o Ses longueurs d’onde d’excitation et d’émission sont peu compatibles pour l’étude in vivo. 
Voilà pourquoi lors de ces travaux, le composé NMA a été élaboré, son motif 2-aryl-BzT comporte une 
amine secondaire qui lui permet de posséder une charge positive plus labile (gouvernée par le pKa) par 
rapport au cycle benzothiazolium de la ThT qui elle est permanente (Fig. 7). On espère ainsi que la forme 
non chargée de la NMA (bien que très minoritaire à pH neutre ; pKa ~ 10) se lie avec une meilleure affinité 
aux agrégats de Aβ tirant ainsi l’équilibre vers la forme neutre liée aux agrégats Aβ. In vivo, cela pourrait 
favoriser le passage de la BHE. Cependant l’expérience présentée à la partie I de ce chapitre a invalidé cette 
hypothèse, suggérant que la charge positive a une influence défavorable sur l’affinité avec les fibres Aβ par 
rapport à un composé neutre.  
 
Figure 7. Structures de la NMA et de la ThT. 
Les propriétés de fluorescences de la NMA sont présentées ici (Tableau. 2). 
Tableau 2. Propriétés physico-chimique de la NMA libre ou insérée dans les fibres. 
 Libre Insérée dans les fibres 
λabs (nm) 354 356 
ε (103.M-1 cm-1) 29,2 X 
λexc (nm)  355 360 
λém (nm)  438 420 
Φ 0,39 X 
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III.2. Expérience et résultats 
 
 III.2.a. Suivi de l’agrégation du peptide Aβ28 avec la ThT et la NMA. 
 
L’expérience présentée cherche à comparer les propriétés de la ThT et la NMA pour le suivi de l’agrégation. 
On incube pour cela [Aβ28] = 500 µM avec 0,5 équivalent de Zn (sous forme de solution aqueuse de ZnSO4) 
avec différentes concentration en ThT et NMA. On varie également les λexc et λém. Ici l’utilisation de l’Aβ28, 
un peptide tronqué, permet d’avoir une meilleure reproductibilité des expériences. L’ajout de Zn permet de 
déclencher l’agrégation puisque l’Aβ28 contrairement à l’Aβ40 n’agrège pas spontanément lorsqu’il est mis 
en solution à pH neutre. Les résultats sont présentés dans les figures ci-dessous (Fig. 8). Ces expériences 
ont été réalisées sur des plaques de 96 puits dont la fluorescence a été suivie avec le fluorimètre CLARIOstar 
de BMG LABTECH. 
 
Figure 8. Suivi de l'agrégation de l'Aβ28 pour différentes concentrations en ThT et NMA ; A : λém à 490 nm et λexc à 440 nm ; B : λém à 420 nm et 
λexc à 360 nm. C : intensité de fluorescence de la NMA à t0 en fonction de la c° en NMA. Conditions expériementales : [Zn] = 250 µM ; [Aβ28] = 500 
µM ; [HEPES] = 100 mM ; pH 7,1. La courbe C représente les intensités de fluorescence de la NMA en fonction de la concentration à t0 (bleu) ; la 
baisse de fluorescence est dû à l’inner-filter effect (courbe rouge). 
L’agrégation suit des étapes précises qui peuvent être suivie au cours du temps. Le monomère d’Aβ s’auto-
assemble lors d’une phase nucléation lente pour former des structures oligomériques/protofibrillaires. 
Celles-ci constituent des noyaux permettant l’élongation pour former des fibres de manière très rapide qui 
vont s’agréger pour former les agrégats d’Aβ, on atteint alors la phase de plateau où la majorité du peptide 
s’est agrégé (Fig. 9). 
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Figure 9. Les étapes d'agrégation du peptide Aβ. 
D’après ces courbes, on peut observer plusieurs phénomènes :  
(i) La NMA n’émet aucune fluorescence à la longueur d’onde d’excitation de la ThT (440 nm). La 
ThT n’émet aucune fluorescence lorsqu’elle est excitée à la longueur d’onde de la NMA (360 
nm).  
(ii) L’émission de la ThT (lorsqu’elle est excité à 440 nm) est quasi-inexistante à t0 de l’agrégation 
quelle que soit la concentration de la ThT au départ. On constate ici le caractère « on – off » de 
la fluorescence de la ThT lors du processus d’agrégation. Au contraire, la NMA possède une 
fluorescence en l’absence de formation de feuillets-β qui augmente avec la concentration en 
suivant une relation tenant compte de l’ « inner-filter effect » (IFE) où la molécule réabsorbe sa 
propre émission selon : I = α.10-(β.[NMA])[NMA] où α est un paramètre d’intensité de fluorescence 
de la NMA et β un paramètre d’absorbance contenant le trajet optique et ε.[4]  
(iii) Les courbes de fluorescences de la ThT et de la NMA à leur longueurs d’onde d’émission 
respectives présentent une augmentation de l’intensité de fluorescence lorsque la concentration 
augmente, puis une stagnation voire une diminution. En fait, il y a 2 effets antagonistes : i) 
d’une part, on observe l’augmentation de la quantité de fluorescence due à l’augmentation de 
la quantité de sonde fluorescente insérée ; ii) d’autre part, l’augmentation de la concentration 
en sonde dans le milieu augmente l’IFE ce qui diminue la fluorescence. Ces deux phénomènes 
s’équilibrent pour des concentrations différentes, dans le cas de la ThT (~20 µM) et de la NMA 
(~35 µM). 
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(iv) Dans une condition expérimentale, la NMA a été ajoutée au bout de 29 heures lorsque les fibres 
étaient formées (courbe en gris de la Fig. 8B). On constate une progression rapide de la 
fluorescence à 420 nm, la NMA peut donc s’insérer rapidement dans les fibres après leur 
formation. 
(v) Les courbes présentées ci-dessus (Fig. 8) permettent d’évaluer deux paramètres : tm qui 
correspond au point d’inflexion de la courbe sigmoïde et le tlag qui correspond au temps qui 
s’écoule avant l’augmentation de la fluorescence. Ces paramètres sont donnés en utilisant un 
modèle de courbe adapté de la fonction de Richards :[5] 
 =  +

1 + . / 
+ !. 	"ù	$% =	  − (1 + )'  
En appliquant ces équations, on modélise les courbes de fluorescence précédentes, comme montré ci-
dessous pour ThT et NMA à 5 et 10 µM (Fig. 10).  
 
Figure 10. Points expérimentaux pour ThT et NMA à 5 et 10 µM et courbes modélisées par la fonction de Richards (ligne 
continue). 
 
0
2000
4000
6000
8000
10000
12000
14000
16000
18000
20000
0 10 20 30 40 50 60
In
te
n
si
té
 (
u
.a
.)
Temps (heures)
ThT 5 µM
ThT 10 µM
NMA 5 µM
NMA 10 µM
Chapitre IV : Techniques de suivi d’agrégation de l’amyloïde-β 
 
 
 
130 
 
On obtient à partir de ces simulations les valeurs de tm et tlag suivante (Tableau 3) : 
Tableau 3. Valeurs de tm et tlag calculées à partir des courbes modèles de ThT et NMA. 
Ligand ThT NMA 
C° (µM) 5 10 20 50 5 10 20 50 
tm 
5,73 6,41 6,62 6,32 4,46 4,20 3,48 2,87 
tlag 
1,56 1,78 2,93 0,93 0,79 0,98 0,96 0,62 
 
En comparant les valeurs de tm et tlag pour une concentration donnée entre la ThT et la NMA, on remarque 
de manière générale que l’augmentation de la fluorescence de la NMA se produit plus tôt que celle de la 
ThT puisque le tlag et le tm de la NMA sont plus courts que ceux de la ThT. Ceci peut signifier que la NMA 
arrive à détecter des espèces plus précoces (oligomères, protofibrilles,…) au cours de l’agrégation de l’Aβ28 
bien que l’on puisse ne pas exclure qu’il y ait une influence de la NMA et de la ThT sur l’agrégation avec 
un effet accélérateur de la NMA. On souhaite maintenant étudier l’agrégation dans le cas où les deux ligands 
sont présents simultanément. 
 
III.2.b. Suivi de l’agrégation en présence simultanée de la ThT et de la NMA. 
 
Le protocole expérimental est exactement le même que précédemment à ceci près que la NMA et la ThT 
sont incubées ensemble avec le peptide Aβ28 lors de l’agrégation. Ces milieux seront alors excités λexc = 
440 nm (ThT) ou excité λexc = 360 nm (NMA) et analysés aux longueurs d’onde d’émission correspondantes. 
Les résultats sont présentés ci-dessous (Fig. 11). 
Chapitre IV : Techniques de suivi d’agrégation de l’amyloïde-β 
 
 
 
131 
 
 
Figure 11. Suivi de l'agrégation d’Aβ28 en fonction du ligand. A : λexc = 440 nm et λém = 490 nm. B : λexc = 360 nm et λém = 420 nm. Conditions 
expériementales : [Zn] = 250 µM ; [Aβ28] = 500 µM ; [HEPES] = 100 mM ; pH 7,1. 
Au vu des courbes ci-dessus, on constate une diminution globale de la fluorescence des 2 ligands en présence 
de l’autre avec une division par 2,25 dans le cas de la ThT (Fig. 11A) et une division par 8 dans le cas de la 
NMA (Fig. 11B). Cette perte de fluorescence peut être expliquée par le fait que la NMA et la ThT sont 
toutes deux des dérivés 2-aryl-BzT et peuvent partager les mêmes sites d’interaction dans les feuillets-β 
permettant leur émission en fluorescence et donc qu’elles entrent toutes les 2 en compétition pour les mêmes 
sites. Cependant, cela n’explique pas pourquoi la perte est bien plus importante pour la NMA par rapport à 
la ThT. L’hypothèse est que, en plus d’une compétition pour les mêmes sites, l’émission de la NMA à 420 
nm doit être annihilée par la ThT lors du phénomène de Transfert d’Energie par Résonance de type Förster 
(FRET). 
Le FRET peut se produire lorsque 2 fluorophores, un donneur et un accepteur sont très proches dans l’espace 
(distance comprise entre 1 à 10 nm) et lorsque le spectre d’émission du donneur recouvre une partie du 
spectre d’absorption de l’accepteur. Le donneur va ainsi être excité à sa longueur d’onde mais l’énergie, au 
lieu d’être émise sous forme de photon dans le milieu (phénomène radiatif) lors de la désexcitation, est 
transférée à l’accepteur par phénomène de résonance (non radiatif). 
Ici le spectre d’émission de la NMA recouvre une grande partie du spectre d’excitation de la ThT (Fig. 
12A). On suit donc l’agrégation de l’Aβ28 en suivant l’émission à 490 nm (émission de la ThT) en excitant 
à 360 nm (excitation de la NMA) (Fig. 12B).  
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Figure 12. A : Spectres d'excitation et d'émission normalisés de NMA et de la ThT liés au peptide Aβ28 fibrillaire. En beige le recouvrement spectral 
permettant le FRET. B : Suivi de l'agrégation de Aβ en fonction du ligand avec λexc = 360 nm et λém = 490 nm. Conditions expériementales : [Zn] = 
250 µM ; [Aβ28] = 500 µM ; [HEPES] = 100 mM ; pH 7,1. 
On constate que l’ajout de la NMA améliore de manière très significative l’émission de la ThT au cours de 
l’agrégation par rapport à la ThT seule (à 50 heures on a respectivement 3360 contre 210 pour une excitation 
à 360 nm et une émission à 490 nm). Cette émission est également supérieure à celle de la NMA seule (à 
50 heures on a respectivement 3360 contre 1850). Le phénomène de FRET étant montré on peut donc 
conclure de la proximité spatiale de la NMA et de la ThT au sein des fibres d’Aβ. On peut observer 
également que la courbe issue du FRET (en violet) peut se décomposer en 2 partie : une avant t = 4 h où la 
courbe possède le même comportement que la NMA (en vert) avec une détection supposée des espèces 
précoces. Puis à t = 5 h où l’intensité de fluorescence augmente signifiant l’entrée de la ThT dans les fibres 
formées.  
III.3.Conclusion et perspectives 
 
Pour résumer, les expériences ci-dessus ont pu démontrer plusieurs points : 
i) La NMA permet de suivre l’agrégation tout comme la ThT et est capable de s’insérer dans des 
fibres préformées. 
ii) La NMA et la ThT entrent très probablement en compétition pour les mêmes sites et sont 
également un couple donneur/accepteur pour les phénomènes de FRET. 
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iii) La NMA semble pouvoir détecter les espèces précoces au cours de l’agrégation (oligomères, 
protofibrilles,…). 
Le fait que la NMA puisse permettre des expériences de FRET avec la ThT peut ouvrir certaines 
perspectives. En particulier, on pourrait imaginer des expériences de FRET interne pour des identifications 
de site(s) d’interaction. La NMA serait greffée à un acide aminé, par exemple une lysine, à partir du composé 
7b qui serait ensuite intégré dans un peptide Aβ synthétisé. On ferait ensuite varier la taille du peptide et la 
position de l’acide aminé marqué pour permettre l’identification du/des site(s) d’interaction(s) (Fig. 13). Il 
faudra s’assurer que ces modifications du peptide n’impacte pas l’agrégation. 
 
Figure 13. Schéma de synthèse de l’acide amine modifié Lys-NMA et expérience de FRET interne. 
Cependant les phénomènes de fluorescence observés ici n’indiquent pas l’état d’agrégation de l’Aβ, 
l’augmentation de l’intensité de fluorescence précoce de la NMA semble indiquer la détection d’espèces 
plus précoces sans pouvoir les différencier (si ce sont des formes oligomériques ou des formes 
protofibrillaires par exemple). On s’intéresse donc dans la suite de ces travaux à l’étude de l’agrégation par 
électrochimie et RPE, qui en théorie, pourraient donner des réponses différentes en fonction de l’état 
d’agrégation. 
 
Chapitre IV : Techniques de suivi d’agrégation de l’amyloïde-β 
 
 
 
134 
 
IV. Suivi de l’agrégation par voltampérométrie cyclique de la sonde Fc-BTA 
 
IV.1. Principe de l’électrochimie pour l’étude de l’agrégation. 
 
 IV.1.a. Voltampérométrie cyclique (CV : cyclic voltammetry) 
 
La voltampérométrie cyclique est une technique qui permet d’observer la variation d’intensité du courant I 
(en Ampère) d’une solution en fonction du potentiel électrique E (donné en Volt) variant de manière 
cyclique. Ces valeurs sont mesurées dans une cellule d’électrochimie, sans agitation, avec un jeu de 3 
électrodes : une électrode de travail (WE : Working Electrode), une électrode de référence (RE : Reference 
Electrode) et une contre-électrode (CE : Counter electrode). La valeur du potentiel E est mesurée entre la 
WE et la RE et valeur de l’intensité I est mesurée entre WE et CE grâce au potentiostat qui trace le 
cyclovoltammogramme représentant I en fonction de E (Fig. 14).  
 
Figure 14. Schéma d'une cellule d'électrochimique avec les 3 électrodes WE, RE et CE plongées dans une solution de l’analyte permettant de 
mesurer les valeurs E et I grâce à un potentiostat entre la cellule électrochimique et l'ordinateur. 
Lors de la CV, on balaie le potentiel de manière cyclique autour du potentiel standard du couple d’oxydo-
réduction étudié à la vitesse de scan v depuis une valeur Ei jusqu’à une valeur Ej avant de revenir à la valeur 
Ef à la même vitesse (ici Ei = Ef) (Fig. 15). Cette technique permet d’étudier les propriétés électrochimiques 
d’un analyte en solution. Ainsi, dans le cas d’un couple redox comme le ferrocène dit « réversible » (un ion 
Fe2+ complexé avec 2 cyclopentadiènyl (Cp)), celui peut être oxydé en ferrocènium [Fe(Cp)2]+ et ensuite à 
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nouveau réduit en ferrocène [Fe(Cp)2] formant ainsi une boucle fermée sur le cyclovoltammogramme (Fig. 
15). 
 
Figure 15. A gauche : Balayage du potentiel en fonction du temps. A droite : Cyclovoltammogramme du ferrocène. Les variations d'intensité 
correspondent aux réactions d'oxydo-réduction du ferrocène. Le profil des pics d’oxydo-réduction est gouverné par la diffusion des espèces à 
l’électrode. 
La valeur d’intensité de courant ip dans l’équation de Randles-Sevcik (1) dépend de :  
n : le nombre d’électron transféré lors de la réaction d’oxydo-réduction ; F : la constante de Faraday ; A : 
l’aire d’électrode ; C : la concentration des espèces en solution ; v : la vitesse de balayage du potentiel ; D : 
le coefficient de diffusion de l’analyte ; R : la constante des gaz parfaits et T : la température. 
() = 0,4463. /01234 567  (1) 
IV.1.b. Voltampérométrie à vague carrée (SWV : Square wave voltametry) 
 
Cette technique fut développée par Baker et al. en 1952 afin de supprimer les effets d’un courant capacitif 
sur la sensibilité d’une mesure.[6] Lors d’une mesure en électrochimie, il existe 2 sortes de courants qui 
additionnés donne la valeur ip mesurée : le courant faradique iF et le courant capacitif iC. 
Le courant faradique iF est celui qui est présent lors des transferts d’électrons entre l’électrode et le milieu 
réactionnel. Ce sont ces transferts d’électrons qui permettent les réactions d’oxydation et/ou de réduction et 
changent donc la composition chimique du milieu.  
Le courant capacitif iC, quant à lui, est celui qui est présent lorsque l’on modifie le potentiel à la surface de 
l’électrode comme c’est le cas avec la CV, il est assez dépendant de la nature des ions présents en solution 
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ainsi que de la nature des électrodes et du montage de la cellule électrochimique. Il peut être considéré 
comme un « blanc » électrochimique. Le courant capacitif iC n’intervient pas dans les réactions d’oxydo-
réductions et ne change donc pas la nature chimique du milieu. 
Lors de mesures quantitatives en électrochimie on s’intéresse principalement à la valeur iF. Dans le cas de 
certaines mesures, cette valeur peut se montrer assez faible par rapport à iC, et donc la mesure sera peu 
sensible.  
L’utilisation de la SWV permet grâce à une séquence spécifique de variations du potentiel de s’affranchir 
du courant capacitif iC au profit du courant faradique iF ce qui permet de gagner fortement en sensibilité. En 
SWV, le potentiel varie selon les séquences suivantes : (i) une variation du potentiel en escalier allant de Ei 
à Ef avec des pas de potentiels Epas. Cette séquence (i) s’additionne à la séquence (ii) une variation du 
potentiel sous forme de vague carrée d’amplitude ∆E et de période de pulse τp ; donnant ainsi (iii) la 
séquence potentiel utilisé en SWV. Sur cette dernière, les intensités i1 et i2 sont mesurées à la fin de chaque 
pulse et ∆ip = i1- i2 est calculée pour être représenté en fonction du potentiel V (Fig. 16). 
  
Figure 16. A gauche : représentation graphique des séquences de variations du potentiel en SWV avec les principaux paramètres. A droite : 
voltammogramme correspondant.  
Dans le cas de la SWV, la valeur de ∆ip dépend de :  
n, le nombre d’électrons transférés lors de la réaction d’oxydo-réduction ; F, la constante de Faraday ; A, 
l’aire à la surface de l’électrode ; C0*, la concentration des espèces en solution ; D0, la diffusion des espèces 
en solution ; τp, le temps du pulse et d’un paramètre ∆Ψp sans dimension mesurant la hauteur du pic en SWV 
par rapport au courant mesuré lors de la voltampérométrie à pulse normal.[7] 
∆() = /01∗2 5:;.<= 	 . ∆>) (2) 
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IV.1.c. L’électrochimie pour suivre l’agrégation. 
 
Afin de subir ces réactions d’oxydo-réduction, la molécule doit rejoindre l’électrode pour subir soit une 
réduction ou une oxydation. Le déplacement de cette molécule, en l’absence d’agitation, se fait par diffusion. 
Voilà pourquoi ce phénomène est un paramètre affectant la valeur d’intensité de courant dans l’équation de 
Randles-Sevcik (1) dans le cas de la CV ou bien dans l’équation (2) dans le cas de la SWV. 
Le coefficient de diffusion D est directement corrélé à la taille de l’analyte via son rayon hydrodynamique 
r, cette relation est donnée par la formule de Stokes-Einstein (3). Ici D est inversement proportionnel à r le 
rayon hydrodynamique de l’analyte et µ la viscosité dynamique du milieu ce qui signifie que plus la 
molécule est de grande taille et moins elle diffusera rapidement et donc plus l’intensité du courant sera 
faible. 
? =	 7@;AB (3) 
Dans le cas du suivi de l’agrégation, le composé 21b, la sonde Fc-BTA synthétisée au chapitre 3 (Fig. 17) 
sera utilisée. Elle permet d’avoir d’une part une structure d’affinité pour les fibres d’Aβ et d’autre part le 
motif ferrocène ayant une signature en électrochimie. 
 
Figure 17. Structure du composé 21b : la sonde Fc-BTA. 
Comme expliqué précédemment, la diffusion du ligand est un paramètre affectant directement l’intensité du 
courant mesuré, si l’on ajoute le peptide Aβ et qu’il commence à s’agréger alors le ligand Fc-BTA sera 
incorporé au fur et à mesure dans les fibres pendant leur formation. Un équilibre s’installe entre le ligand et 
les agrégats gouverné par le Kd. Ainsi, le coefficient de diffusion du Fc-BTA diminuera lors de l’agrégation 
puisque il sera lié à une structure peptidique de plus en plus grosse (et donc diffusant avec une vitesse de 
moins en moins grande) et donc on aura une intensité de courant plus faible mesurée au cours de l’agrégation 
(Fig. 18). 
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Figure 18. A gauche : Schéma représentant l’équilibre dynamique entre les formes libres et liées du ligand ainsi que l’impact sur les valeurs 
mesurées en électrochimie. A droite : Schéma représentatif de la variation de l'intensité de courant au cours de l'agrégation médiée par 
l'augmentation du coefficient de diffusion pendant la formation de fibres. 
Ainsi en théorie, on pourrait suivre l’agrégation en temps réel par électrochimie à l’instar du suivi par 
fluorescence.  
Cette technique a déjà été mise au point afin de suivre une technique d’amplification de l’ADN à température 
constante (LAMP : Loop mediated isothermal amplification) par l’équipe de Marchal ;[8, 9] grâce à 
l’utilisation de sondes intercalantes de l’ADN ayant un signal en électrochimie. Dans cet exemple, la sonde 
s’intercale au fur et à mesure que l’ADN est synthétisé ce qui augmente alors son coefficient de diffusion 
et fait donc chuter l’intensité du courant électrique (Fig. 19).  
 
Figure 19. À gauche : schéma explicatif du suivi de LAMP par électrochimie. À droite : Sondes intercalantes de l'ADN utilisées.[8] 
On évaluera ici si ce phénomène est également visible avec la sonde Fc-BTA et le peptide Aβ fibrillaire (et 
éventuellement en cours d’agrégation). Le gain attendu par rapport à une expérience en fluorescence est que 
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la signature en électrochimie de la sonde n’est pas affectée par l’environnement et que l’on peut accéder à 
la valeur d’affinité Kd, le courant à la fin de l’agrégation renseignant directement sur la concentration en 
sonde libre. 
Les mesures d’électrochimie sont faites sur des électrodes sérigraphiées sur un film plastique fournies par 
l’équipe de Damien Marchal (Laboratoire d’Électrochimie Moléculaire, Université Paris 7). Cette feuille 
est connectée à un commutateur pouvant sélectionner de manière séquentielle chaque cellule 
électrochimique. Chaque cellule est composée d’une électrode de travail (WE) en carbone avec une 
électrode auxiliaire (CE) en carbone également et d’une électrode pseudo-référence (RE) en argent (Fig. 
20). Ce type de système permet de travailler sur des volumes de 40 µL par dépôt de goutte sur la cellule 
électrochimique. 
 
Figure 20. Photographies du dispositif utilisé pour les mesures sur électrodes sérigraphiées. Chaque cellule électrochimie, numéroté de 1 à 10, 
comporte une électrode de travail (WE) centrale en carbone, une électrode auxillaire (CE) en carbone et une électrode pseudo-référence (RE) en 
argent. 
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IV.2. Expériences et résultats. 
 
IV.2.a. Influence des fibres Aβ28 sur le voltammogramme du Fc-BTA. 
 
Nous souhaitons ici mettre en évidence l’affinité du ligand Fc-BTA envers les fibres d’Aβ28 à 500 µM 
comparée à un ligand témoin un dérivé ferrocène hydrosoluble appelé Fc-hydro (Fig. 21), ceci afin de 
valider ce qui a été expliqué précédemment à savoir qu’en cas de liaison avec les fibres d’Aβ28, l’intensité 
du courant pour le ligand Fc-BTA devrait diminuer fortement à cause de la diminution de la vitesse de 
diffusion. 
Fe
N
+
 
Figure 21. Structure du ligand Fc-hydro. 
On produit 4 conditions initiales expérimentales :  
1) [Fc-BTA] = 20 µM dans [HEPES] = 50 mM pH 7,1 et 5 % DMSO 
2) [Fc-hydro] = 20 µM dans [HEPES] = 50 mM pH 7,1 et 5 % DMSO 
3) [Fc-BTA] = 20 µM et [Aβ28] = 400 µM dans [HEPES] = 50 mM pH 7,1 et 5 % DMSO 
4) [Fc-hydro] = 20 µM et [Aβ28] = 400 µM dans [HEPES] = 50 mM pH 7,1 et 5 % DMSO 
On dépose une goutte de 40 µL sur une cellule électrochimique de la feuille sérigraphiée par condition et 
l’on fera successivement l’acquisition du voltammogramme en CV et en SWV avec l’Autolab 
PGSTAT302N à 25°C. Les ligands ont été incubés avec les fibres environ 10 minutes avant l’acquisition. 
IV.2.b. Résultats et interprétations 
 
Les voltammogrammes en CV et SWV pour les conditions 1 et 2 ; respectivement [Fc-BTA] = 20 µM et 
[Fc-hydro] = 20 µM tous les deux dans [HEPES] = 50 mM et 5 % de DMSO ; présentent des différences 
notables en terme d’intensité de courant (Fig. 22). Le Fc-BTA possède une intensité de courant plus faible 
que le ligand Fc-Hydro libre. Les valeurs déterminées de ∆ip en SWV sont pour Fc-hydro de 1,62x10-6 A et 
de 0,9x10-6 A pour le Fc-BTA alors que les valeurs de ip déterminée par CV sont respectivement de 
1,28x10-7 A et 3,40x10-8 A (en oxydation). Cette différence s’explique par la différence de taille entre les 
deux molécules. Fc-BTA étant plus grande, son rayon hydrodynamique augmente et donc diffuse moins que 
la Fc-hydro selon les relations (1), (2) et (3). 
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Figure 22. A gauche : Cyclovoltammogramme en CV de Fc-BTA et Fc-hydro, vitesse de balayage = 0,1 V/s. A droite : voltammogramme en CV de 
Fc-BTA et Fc-hydro libres. Epas = 1 mV, ΔE = 0,1 V et τs = 0,01 s. [Fc-BTA] = [Fc-hydro] = 20 µM, [HEPES] = 50 mM, DMSO 5%. 
On compare maintenant ces cyclovoltammogrammes où les ligands sont en présence de fibres d’Aβ28 = 
400 µM (Fig. 23 et 24).  
 
Figure 23. A gauche : Cyclovoltammogramme du Fc-BTA (bleu) et en présence de fibres Aβ28 (vert). Vitesse balayage v= 0,1 V/s. A droite : 
Voltammogramme en SWV du Fc-BTA libre et en présence des fibres de Aβ28. [Fc-BTA] = 20 µM, [HEPES] = 50 mM, [Aβ28] = 400 µM, DMSO 5%, 
temps d’incubation d’environ 10 minutes. 
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Figure 24. Cyclovoltammogramme du Fc-BTA libre (orange) et en présence de fibres Aβ28 (jaune). Vitesse balayage v= 0,1 V/s. A droite : 
Voltammogramme en SWV du Fc-hydro libre et en présence des fibres de Aβ28. [Fc-hydro] = 20 µM, [HEPES] = 50 mM, [Aβ28] = 400 µM, DMSO 
5%, temps d’incubation d’environ 10 minutes. 
Les valeurs des intensités iF, ic, ip en CV et ∆ip en SWV des différentes conditions sont reportées dans le 
tableau ci-dessous (Tableau 4). Les calculs, permettant de déterminer le pourcentage de ligand libre, 
supposent que les valeurs de ip (et de ∆ip) devraient tendre vers 0 pour Fc-BTA inséré (iinséré). En effet, 
d’après les relations (1), (2) et (3), ip et ∆ip sont proportionnels à C1/D. Si, on part de l’hypothèse que Fc-
BTA ~ 3 nm et les fibres ~µm, soit rinséré ~ 100.rlibre alors iinséré ~ 0,1. ilibre. En conséquence, la contribution 
de l’intensité de courant du Fc-BTA inséré peut être considérée comme négligeable par rapport à l’intensité 
de courant du ligand libre (<10 % ilibre). 
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Tableau 4. Valeurs de iF, ic, ip et Δip des voltammogrammes en CV et SWV pour les 4 conditions 
    libre + Aβ28 
Ratio ligand 
libre (%) 
Moyenne 
(%) 
Fc-BTA 
CV 
oxydation 
iF 6,10E-08 2,90E-08 X 
32 
ic 2,70E-08 1,70E-08 X 
ip 3,40E-08 1,20E-08 35 
réduction 
iF -6,30E-08 -2,57E-08 X 
ic -1,50E-08 -7,00E-09 X 
ip -4,80E-08 -1,87E-08 39 
SWV Δip 9,00E-07 2,00E-07 22 
Fc-hydro 
CV 
oxydation 
iF 1,55E-07 1,55E-07 X 
87 
ic 2,70E-08 4,30E-08 X 
ip 1,28E-07 1,12E-07 88 
réduction 
iF -1,21E-07 -1,15E-07 X 
ic -1,50E-08 -9,00E-09 X 
ip -1,06E-07 -1,06E-07 100 
SWV Δip 1,62E-06 1,16E-06 72 
 
On remarque que dans le cas de Fc-hydro comme dans celui du Fc-BTA il y a une chute de l’intensité à en 
présence de fibres (différentes selon que l’on regarde en CV ou en SWV). Par contre la chute d’intensité est 
bien plus importante dans le cas du Fc-BTA par rapport au Fc-hydro. On explique alors cette chute bien 
plus importante par le fait que le Fc-BTA interagit beaucoup mieux avec les fibres en solution grâce à son 
motif 2-aryl-BzT. Par conséquent son rayon hydrodynamique est augmenté d’où la diminution du 
coefficient de diffusion du ferrocène porté par le ligand et donc la chute d’intensité. On observe également 
ici que les valeurs en CV et SWV sont différentes, on suppose ici que la sensibilité plus grande de la SWV 
permet de mieux observer la chute d’intensité dû à l’interaction comparé à la CV. 
IV.2.c. Calcul du K’d. 
 
Le pourcentage de Fc-BTA libre dans le milieu peut être estimé à 37 % (32 % corrigée par la valeur de 87 
% pour Fc-hydro). On peut donc supposer la concentration en ligand inséré dans les fibres et donc estimer 
le K’d (cf.II.2.b) pour [Aβ28] = 20*[Fc-BTA] = 400 µM en supposant que l’ensemble des monomères ait 
formé des fibres. On détermine qu’il y a 7,4 µM de ligand libre (37 % de 20 µM) et donc 12,6 µM de ligand 
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Fc-BTA inséré dans les fibres. On obtient donc la relation et le K’d suivants avec [Aβ28] = 400 µM et 
[TEMPO-BTA] = 20 µM (Fig. 25) :  
 
Figure 25. Formule du K'd utilisée pour [Aβ28]=400 µM, [Fc-BTA] (C0) = 20 µM et [HEPES] = 50 mM dans 5% DMSO avec un temps 
d’incubation de 10 minutes. 
On a donc ici une valeur de K’d ~200 µM déterminée par électrochimie. Cette valeur est très supérieure 
comparée à celle trouvée par fluorescence où K’d ~ 10 µM (cf. §II.2.b). De tels écarts peuvent être expliqués 
par les différences suivantes entre les deux expériences : i) le ratio Aβ28/Fc-BTA est de 200 en fluorescence 
et de 20 en électrochimie ; ii) les cosolvants ne sont pas les mêmes (5 % ACN en fluorescence / 5 % DMSO 
en électrochimie), iii) les approximations ne sont pas exactement les mêmes (les calculs en électrochimie 
sont basés sur le fait qu’on néglige la contribution au courant de iinséré)  ; iv) Les temps d’incubation sont 
également différents, seulement 10 minutes pour l’expérience en électrochimie contre une nuit entière pour 
la fluorescence, ne laissant donc pas suffisamment temps au Fc-BTA de s’insérer davantage. 
Cette valeur K’d ~200 µM déterminée par électrochimie sera comparée plus loin à celle trouvée pour les 
expériences en RPE (cf. V.2.c). 
IV.3. Conclusion et perspectives. 
 
Ces résultats préliminaires ont permis de mettre en évidence l’affinité que possède le ligand Fc-BTA envers 
les fibres du peptide Aβ28 ce qui est très encourageant quant à l’utilisation de l’électrochimie pour suivre 
l’agrégation du peptide Aβ. Cependant le système utilisé ici ne permet de faire le suivi de l’agrégation dans 
de bonnes conditions. En effet, l’agrégation durant plusieurs heures, la goutte déposée sur le film finira par 
s’évaporer au cours de l’expérience. Il faudrait pouvoir utiliser un système de plaque de puits où chaque 
puit constituerait une cellule électrochimique permettant de suivre l’agrégation en temps réel à l’instar des 
travaux de l’équipe de Damien Marchal sur le suivi de la duplication d’ADN (Fig. 26).[10] 
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Figure 26. Photographies du montage utilisé pour le suivi de la duplication d'ADN. Issue de Martin et al., 2016. 
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V. Suivi de l’agrégation de la sonde TEMPO-BTA. 
 
V.1. Principes des mesures RPE pour suivre l’agrégation. 
 
La RPE est une technique basée sur la capacité à détecter les espèces paramagnétiques (spin électronique 
non nul). Lors de l’introduction de cette thèse, nous avons évoqué les travaux de Yamada et al. qui ont 
utilisé des motifs 2-aryl-BzT auxquels ont été ajoutés des motifs comportant un radical nitroxyle.[11] Il est 
possible à partir de mesure du temps de corrélation rotationnel τc d’évaluer la taille des objets dans lequel 
une sonde radicalaire est insérée. En effet, le temps de corrélation rotationnel est le temps durant lequel la 
particule tourne d’un radian. Il est donné par l’équation de Stokes-Einstein modifiée (4). D’après celle-ci, 
τc est dépendante de µ la viscosité du milieu dans lequel évolue la molécule, V le volume de la molécule, kB 
la constante de Boltzmann et T la température. On peut approximer la forme globale des molécules à une 
sphère de rayon hydrodynamique r et donc donner la formule du volume V d’un globe.  
EF = G.BH7 = I;JA
K
L.H7  (4) 
La formule qui lie quant à elle, le τc aux paramètres enregistré en RPE est donné par l’équation (5) :[12] 
EF = 6,5. 10. ∆N O(ℎ/ℎ)QR − 1S	(5) 
Où ∆B0 est la largeur (en Gauss) entre le minima et le maxima de la raie centrale ; h0 et h-1 respectivement 
l’amplitude de la raie centrale et de la raie en champ fort (Fig. 27). Cette équation (5) peut être arrangée 
pour exprimer ∆B0 en fonction de τc. En intégrant les termes de l’équation (4) on obtient l’équation suivante 
(6) exprimant ∆B0 en fonction du rayon hydrodynamique r : 
∆N = I;BAKL.T7.@,U.VQ:W(X:/XVQ)QRY (6) 
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Figure 27. Spectre RPE d’un radical nitroxyle avec l'illustration des paramètres RPE ΔB0, h0 et h-1 utilisé dans l’équation (5). 
D’après l’équation (6), le paramètre ∆B0 est directement corrélé à la valeur de r3 ce qui signifie que lorsque 
r augmente, la largeur de la raie va augmenter très fortement ce qui aura pour conséquence une diminution 
de l’intensité du signal RPE. On s’attend donc pour cette expérience que : (i) la signature du ligand TEMPO-
BTA soit différente de celle du ligand libre ; (ii) que les proportions entre ligand inséré et ligand libre 
permettent l’évaluation d’un Kd.  
Dans le cas du suivi d’agrégation nous utiliserons la sonde 16b, TEMPO-BTA, dont la synthèse a été écrite 
dans le chapitre III. Elle comporte d’une part un motif TEMPO permettant d’être actif en RPE et d’autre 
part une structure de reconnaissance des fibres d’Aβ (Fig. 28). 
 
Figure 28. Structure du composé 16b, les ligands TEMPO-BTA. 
Lorsque le ligand est mis en présence d’un type d’agrégat d’Aβ par exemple les fibres, un équilibre s’installe 
entre le ligand et les fibres gouverné par le Kd du ligand envers les fibres de la même manière que présenté 
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en partie IV.1.c. Lorsque le ligand est lié aux fibres le rayon hydrodynamique qui affectera la valeur de τc 
sera celui de la fibre et non plus celui du ligand. Le τc observé sera donc plus grand que pour le ligand seul 
selon l’équation (6) ; ce qui aura pour conséquence une diminution de l’intensité du signal et l’élargissement 
des raies en RPE. Le phénomène que l’on souhaite observer en RPE est assez comparable à ce que l’on 
souhaite voir en électrochimie (Fig. 29), et repose sur les mêmes phénomènes physiques. On remarque 
qu’en électrochimie la valeur de ip est dépendante de C1/D alors qu’en RPE la valeur ∆B0 est dépendante 
de r3, on a donc à priori une bien meilleure sensibilité en RPE qu’en électrochimie. 
 
Figure 29. Schéma de l'équilibre entre les formes libre et lié du ligand gouvernées par le Kd. Paramètres impliqués dans les équations 
d’électrochimie et de RPE. 
Dans le cas de ces travaux, nous souhaitons observer le processus d’agrégation par RPE, plus précisément 
nous souhaitons pouvoir indirectement observer les différents d’agrégats. En effet lors de l’agrégation, le 
peptide Aβ formera des structures ayant un PM (i.e. un rayon hydrodynamique) de plus en plus grand au fur 
et à mesure du processus. Le ligand est quant à lui de plus en plus incorporé au sein des agrégats il adoptera 
donc un rayon hydrodynamique de plus en plus grand et donc un τc de plus en plus grand au cours du temps 
(Fig. 30).  
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Figure 30. Chronologie de la valeur du τc du dérivé TEMPO du 2-aryl-BzT, PM et de la formation des agrégations. 
En faisant l’acquisition des spectres RPE à différents temps d’agrégation il est possible d’établir une 
corrélation entre la valeur du τc et la forme d’agrégats du peptide, ce qui permet à la fin de pouvoir identifier 
le type d’agrégats. De la même manière que pour l’électrochimie, la sonde ne sera pas affectée par 
l’environnement (tant que celui-ci n’est pas réducteur pour le radical ce qui n’est pas le cas ici). 
V.2. Expériences et résultats. 
 
V.2.a. Influence du peptide Aβ28 sous forme agrégée ou non sur le signal RPE du TEMPO-BTA. 
 
Ici on souhaite comparer l’effet des formes monomériques et agrégée en fibres du peptide Aβ28 sur le signal 
RPE du ligand TEMPO-BTA. Ces mêmes comparaisons seront faites avec un témoin le 4-oxo-TEMPO 
(Fig. 31). 
 
Figure 31. Structure du 4-oxo-TEMPO 
Les ligands TEMPO-BTA et 4-oxo-TEMPO sont donc dans 3 conditions : seuls en solution dans [HEPES] 
= 50 mM et DMSO 5 % ; avec [Aβ28 mono] = 500 µM ; ou [Aβ28 fibres] = 500 µM. Les spectres ont été 
acquis à l’aide du spectromètre Elexsys E 500 de Bruker opérant à une fréquence micro-onde d’environ 
9.76 GHz. Tous ont été enregistrés à l'aide d'une puissance micro-ondes de 5 mW sur une largeur de 
balayage de 12 mT (centré à 348 mT) avec une amplitude de modulation de 0,1 mT (Fig. 32). 
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Figure 32. A gauche : Spectres RPE du TEMPO-BTA libre (bleu), en présence du monomère (jaune) et en présence de fibres (rouge) d'Aβ28. Les 
flèches rouges indiquent les raies du ligand interagissant avec le peptide. A droite : Spectres RPE du 4-oxo-TEMPO libre (gris), en présence du 
monomère (orange) et des fibres (bleu) d’Aβ28. Conditions [TEMPO-BTA] = [4-oxo-TEMPO] = 20 µM ; [Aβ28]=500 µM ; [HEPES]=50 mM et 5% 
DMSO. 
Le signal RPE du radical nitroxyle possède 3 raies provenant du couplage hyperfin entre l’électron de spin 
S = ½ et le spin nucléaire de l’azote I = 1. La formule prédisant la multiplicité des raies est 2nI+1 où n est 
le nombre de noyau voisin de l’électron et I est le spin nucléaire ; la multiplicité est donc de 3. On remarque 
tout d’abord que la présence ou non du peptide n’influe pas sur le signal RPE du 4-oxo-TEMPO, signifiant 
qu’il n’y a à priori pas d’interaction visible en RPE. Concernant le TEMPO-BTA les différences suivantes 
peuvent être distinguées : i) Le signal RPE du ligand TEMPO-BTA libre est moins intense que celui où il 
est en présence de Aβ monomérique. Ceci peut être expliqué par le fait que le ligand TEMPO-BTA présente 
une solubilité limitée et donc peut s’auto-assembler en solution ; ce qui rapproche les électrons célibataires 
annihilant mutuellement leur effet paramagnétique et diminue ainsi le signal RPE. La présence d’Aβ28 
permet d’améliorer la solubilité du TEMPO-BTA dans l’eau offrant un environnement hydrophobe et donc 
prévient ce phénomène d’auto-assemblage du TEMPO-BTA. ii) Le signal RPE pour le ligand en présence 
des fibres présente de nouvelles raies. Ce changement de signal est dû à un changement d’environnement 
du radical. Ce qui signifie qu’on a bien interaction entre le peptide Aβ sous forme de fibres et le ligand 
TEMPO-BTA. Le TEMPO-BTA inséré dans les fibres possède un rayon hydrodynamique bien plus 
important que celui du ligand, d’où l’élargissement du signal prévu par l’équation (6) (cf. §V.1). Ce résultat 
confirme ce qui a été illustré par l’équipe de Yamada.[11] 
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Nous avons ici prouvé que le ligand TEMPO-BTA permet de discriminer les formes agrégées des formes 
monomériques du peptide Aβ. Nous souhaitons maintenant savoir s’il est possible de pouvoir suivre une 
agrégation du peptide au cours du temps. 
V.2.b Suivi de l’agrégation par RPE 
 
Une solution de 500 µL contenant [TEMPO-BTA] = 20 µM ; [Aβ28 mono] = 500 µM ; [HEPES] = 50 mM 
et DMSO 5% a été préparée. L’acquisition du spectre RPE est effectuée et correspond à t0 avant de 
déclencher l’agrégation. Puis 0,5 équivalent de Zn par rapport au peptide est ajouté et chaque spectre est 
acquis toutes les 10 minutes pendant 20 h. Un dernier spectre est acquis ensuite au bout de 72 h. Les courbes 
présentées correspondent aux spectres acquis à t = 0 ; 5 ; 10 ; 15 ; 20 et 72 h (Fig. 33). 
 
Figure 33. Spectre RPE acquis à t = 0 ; 5 ; 10 ; 15 ; 20 et 72 h. Conditions : [TEMPO-BTA]= 20 µM, [Aβ28] = 500 µM, [HEPES] = 50 mM, [Zn] = 250 
µM et DMSO 5%. 
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Nous observons ici une diminution de la hauteur h0 de la raie centrée sur 3481 G au cours du temps jusqu’à 
72 h. On observe également l’apparition de nouveaux pics correspondant au TEMPO-BTA inséré dans les 
fibres provoquant le changement d’environnement du radical comme observé lors des précédentes 
expériences (cf § V.2.a). Ce qui signifie qu’il est possible de pouvoir suivre l’agrégation du peptide par 
RPE. On peut également noter l’apparition de points isobestiques, les plus visibles sont à 3464, 3481 et 
3498, au niveau des centres des raies pour le TEMPO-BTA libre. Ceci indique que l’on ne voit que les 
espèces libres ou insérées dans les fibres d’Aβ. On n’arrive donc pas à distinguer des interactions avec des 
espèces plus précoces comme les oligomères par exemple, ce qui montre que la proportion de ces espèces 
est très faible. 
Ici nous reportons la différence entre les valeurs maximales et minimales des raies centrales au cours du 
temps (appelés ∆h0 pour la raie du TEMPO-BTA libre et ∆h’ pour la raie du TEMPO-BTA insérée (Fig. 
33)). Nous obtenons deux courbes qui peuvent être modélisées sous forme de sigmoïde en utilisant la 
fonction de Richard (cf III.2.a). Ces deux courbes sont ensuite normalisées pour être représentée sur le même 
graphique (Fig. 34).  
 
Figure 34. Courbe modélisée (rouge) et point expérimentaux (bleu) de Δh0 correspondant du signal TEMPO-BTA libre. Courbe modélisée (violet) et 
point expérimentaux (vert) de Δh’ correspondant au signal TEMPO-BTA inséré. 
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Nous obtenons ici deux courbes d’aspect sigmoïde qui sont globalement symétriques. On observe la 
diminution de ∆h0 du TEMPO-BTA libre au cours du temps alors qu’il s’insère dans les fibres d’où 
l’augmentation de ∆h’ correspondant au TEMPO-BTA inséré. On obtient ainsi un tm d’environ 7,4 h pour 
∆h0, une valeur proche de celle trouvée pour les expériences d’agrégation avec la ThT (cf III.2.a). 
V.2.c. Calcul de la constante de dissociation K’d 
 
On peut estimer la concentration du TEMPO-BTA libre après agrégation à partir du signal résiduel au bout 
de 72 h et donc estimer le K’d (cf.II.2.b) envers les fibres [Aβ28] = 25*[TEMPO-BTA] = 500 µM en 
supposant que l’ensemble des monomères ait formé des fibres. Par déconvolution, on détermine qu’il reste 
environ 13 % de TEMPO-BTA libre en solution soit 2,6 µM. On obtient donc la relation et le K’d suivants 
avec [Aβ28] = 500 µM et [TEMPO-BTA] = 20 µM (Fig. 35) :  
 
Figure 35. Formule du K'd utilisée pour [Aβ28]=500 µM, [TEMPO-BTA] (C0) = 20 µM, [HEPES] = 50 mM et [Zn] =250 µM dans 5% ACN au bout de 72 
h d'agrégation. 
On pourra dès lors faire ce même calcul lors de l’agrégation avec le peptide Aβ40 (avec par exemple 
[TEMPO-BTA] = 4 µM et [Aβ40] = 100 µM). Et comparer les valeurs pour démontrer si on a une différence 
d’affinité comme lors des expériences en fluorescence (cf. II.2). 
Si l’on compare cette valeur à celle mesurée pour le ligand Fc-BTA (cf. IV.2.c.), on a ici une affinité de 
même ordre de grandeur (60 µM contre 200 µM). Cependant compte tenu du temps d’incubation pour le 
ligand Fc-BTA avec les fibres (~10 min), on peut s’attendre à ce que la majorité du Fc-BTA n’a pas pu 
s’insérer dans les fibres, et donc qu’avec un temps d’incubation plus long on puisse en insérer davantage. 
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V.2.d. Calcul du temps de corrélation τc 
 
À partir des résultats ci-dessus nous pouvons déterminer un temps de corrélation τc pour TEMPO-BTA libre 
et inséré à partir de la formule (5) rappelée ci-dessous : 
EF = 6,5. 10. ∆N O(ℎ/ℎ)QR − 1S	(5) 
On obtient ainsi les valeurs τc suivante (Tableau 5) : 
Tableau 5. Valeurs de ΔB0, h0, et h1 et τc pour TEMPO-BTA libre et inséré. 
 TEMPO-BTA libre TEMPO-BTA inséré 
ΔB0 (G) 1,8 9,9 
h0 217764 29737 
h1 158116 2666 
τc (s) 2,03E-10 1,51E-08 
 
On a donc comme supposé au départ un temps de corrélation plus grand pour le TEMPO-BTA inséré que 
le TEMPO-BTA libre. Il faut cependant rester prudent à propos de ce résultat, en effet si le ligand est inséré 
dans des fibres, on s’attend à un rayon dynamique bien plus important par rapport au ligand TEMPO-BTA 
libre. Ici on a un ratio d’environ 80 entre les temps de corrélation de TEMPO-BTA inséré et libre en 
supposant que la viscosité du milieu µ est la même, on a donc d’après l’équation (4) un rayon 
hydrodynamique pour TEMPO-BTA inséré seulement environ 4 fois plus important que pour le TEMPO-
BTA libre ce qui n’est pas cohérent avec une insertion dans les fibres d’Aβ (Fig. 36).  
 
Figure 36. Relations entre le temps de corrélation τc et le rayon hydrodynamique r. 
On suppose donc que le ligand est effectivement inséré dans les fibres mais que ces dernières ne peuvent 
être assimilées à des sphères pour le calcul de temps de corrélation. Par ailleurs, il est important de noter 
que la valeur de τc observée provient de 2 composantes : (i) une composante globale correspondant au rayon 
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hydrodynamique de la fibre ; (ii) une composante locale où le motif TEMPO est partiellement libre de 
mouvement au sein de la fibre. On ne peut donc à partir du τc (inséré) remonter au rinséré. 
V.3. Conclusion et perspectives sur le suivi d’agrégation par RPE. 
 
Les résultats présentés dans cette partie confirment que l’utilisation du ligand TEMPO-BTA en présence du 
peptide sous forme monomère ou fibre en RPE permet d’observer l’insertion du ligand dans les fibres qui 
se caractérise par une signature beaucoup moins résolue et de plus faible intensité, ce résultat est cohérent 
avec ce que prédit l’équation (6). De plus, il a été démontré ici que la RPE permet de suivre l’agrégation du 
peptide Aβ28 où l’on observe la disparition de l’espèce TEMPO-BTA libre au profit de l’apparition 
progressive des espèces TEMPO-BTA insérée dans les fibres. À court terme, il faudra reproduire ces 
expériences sur des cinétiques plus longues afin de parfaire les courbes modèles et de pouvoir en extraire 
des paramètres cinétiques. On pourra par la suite, reproduire ces expériences avec le peptide Aβ40 et 
comparer également les affinités du ligand envers les différentes formes du peptide Aβ28 et Aβ40.  
VI. Conclusion générale sur l’étude de l’agrégation. 
 
Nous avons ici souhaité répondre à plusieurs problématiques présentes dans la littérature concernant le suivi 
d’agrégation du peptide Aβ par fluorescence. Celle-ci se fait principalement avec la ThT dont l’exaltation 
de sa fluorescence, ne permet de détecter que les feuillets β formés.  
Nous avons pu, dans le cadre de ces travaux : (i) élaborer un outil décrivant de manière relative l’affinité de 
différents ligands le K’d basé sur l’hypothèse d’une formation d’un site d’insertion formé par 5 peptides de 
Aβ par technique de fluorescence ; (ii) proposer que la sonde NMA permet une détection des espèces 
précoces au cours de l’agrégation et que ses propriétés photo-physiques permettent des expériences de FRET 
avec la ThT, ouvrant des perspectives sur la détection du site d’insertion de la ThT ; (iii) prouver la 
pertinence de l’électrochimie dans le suivi de l’agrégation par des expériences préliminaires où le signal en 
SWV de la sonde Fc-BTA diminue drastiquement lorsqu’il est mis en présence de fibres d’Aβ28 comparé 
à un témoin ; (iv) observer le suivi d’agrégation par RPE avec l’utilisation de la sonde TEMPO-BTA par 
diminution du son signal et l’apparition d’un signal correspondant au ligand inséré dans les fibres.  
Ces expériences ont été conduites avec le peptide Aβ28 pour des raisons de reproductibilité et de facilité de 
manipulation. Il faudra reproduire ces expériences avec le peptide Aβ40 pour la suite des travaux. On pourra 
également produire ces mêmes expériences avec des dérivés protégés par le Boc afin de vérifier si la 
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présence de ce dernier n’induit pas une gêne stérique influant de manière défavorable sur l’affinité du ligand 
envers les agrégats du peptide Aβ (en tant que contrôle). 
On a donc au final accès à 2 nouvelles techniques de suivi d’agrégation basées sur le coefficient de diffusion 
des espèces présentes en solution et qui permettent donc de s’affranchir de l’unique détection des feuillets-
β par exaltation de la fluorescence de la ThT. Nous espérons ainsi pouvoir identifier différentes 
morphologies d’Aβ grâce à ces techniques en particulier par RPE où une signature correspond à une taille 
de fibre. 
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Chapitre V : Vers une caractérisation du site d’interaction entre le peptide 
Aβ agrégé et le motif 2-aryl-BzT. 
 
Comme énoncé dans l’introduction, bien que l’utilisation du motif 2-aryl-BzT soit assez répandue, le mode 
d’interaction de ce motif envers le peptide Aβ agrégé reste peu clair. Les travaux de Lockhart et al. [1] en 
2005 ont déterminé 3 sites d’interaction en supposant 2 sites hydrophobes (formés par les acides aminés 
17–21 et 30-40). Biancalana et al.,[2] ont tenté d’élucider la voie d’interaction entre la ThT et les fibres 
d’Aβ par l’utilisation d’un modèle obtenu d’un cristal d’un complexe entre la ThT et l’acétylcholinestérase, 
en concluant que l’interaction se faisait avec les résidus aromatiques des chaînes latérales. Cependant le 
manque de structures à haute résolution des différentes morphologies de l’Aβ ne permettent pas de 
développer davantage les études d’interaction et de déterminer de manière précise les modes d’interaction. 
Voilà pourquoi, dans le cadre de ces travaux, 2 dérivés des 2-aryl-BzT ont été ciblés afin d’obtenir de 
nouvelles informations sur les sites d’interaction des 2-aryl-BzT avec le peptide. L’un servira à faire des 
études par spectroscopie RMN par l’utilisation du ligand 16b TEMPO-BTA, ayant également servi dans les 
études d’agrégation par RPE (cf. Chapitre IV §V). L’autre, le ligand 9b qui sera nommé ici DA-BTA servira 
à faire des études par spectrométrie de masse par l’utilisation d’une fonction diazirine. Convertie en carbène 
sous irradiation UV, elle permet des couplages covalents aux acides aminés, le mécanisme de marquage de 
photaffinité sera détaillé au § 1.4. (Fig. 1). 
 
Figure 1. Sondes DA-BTA et TEMPO-BTA utilisée pour l'identification des sites d'interaction. 
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Ce chapitre comportera une courte partie bibliographique sur l’étude du site d’interaction ligand/protéine 
par cristallographie aux RX et criblage in silico, puis une partie sur l’étude par RMN et la présentation de 
résultats préliminaires avec l’utilisation du ligand TEMPO-BTA. Enfin une dernière partie comportera une 
partie bibliographique justifiant le choix du motif diazirine pour l’élaboration du DA-BTA puis les résultats 
préliminaires sur les expériences menées par spectrométrie de masse. 
I. Investigation de l’interaction ligand/protéine par cristallographie aux RX 
et criblage in silico. 
 
 I.1. Cristallographie aux RX  
 
La cristallographie aux RX est la technique permettant de caractériser finement, avec une résolution proche 
de l’ångström, la structure d’une molécule (~0,1 Å) ou d’une protéine (~1 Å) agencée sous forme de cristal. 
L’échantillon, placé dans un faisceau de RX, promeut la diffraction de ces photons induits. Le motif de 
diffraction produit permet de retrouver la structure du cristal à l’origine. La structure cristallographique 
d’une protéine peut servir de point de départ à l’investigation d’un site d’affinité par technique in silico (cf. 
§I.2). Il arrive parfois que le ligand co-cristallise directement avec la protéine sur son site de plus haute 
affinité permettant l’élucidation immédiate du site d’interaction. Cependant, les cristallisations du peptide 
Aβ restent rares puisque les formes agrégées du peptide sont non mono-cristallines probablement en raison 
de la nature très hétérogène et polymorphes des agrégats d’Aβ. Pourtant quelques structures de dérivés d’Aβ 
ont pu être résolues : des cristaux d’oligomères co-cristallisés à l’aide d’un macrocycle peptidique,[3] de 
peptides tronqués Aβ1-7 co-cristallisés avec un anticorps,[4] des oligopeptides de structure proche des fibres 
amyloïdes,[5] et également des oligomères cycliques de peptides issus d’Aβ.[6] 
 
I.2. Cryomicroscopie électronique (Cryo-ME) 
 
La cryo-ME permet, tout comme la cristallographie par diffraction aux RX, de caractériser les positions 
dans l’espace des atomes avec une résolution proche de l’ångström pour des peptides ou protéine. Lors de 
cette technique, le peptide ou la protéine est déposé sur une grille et sera plongé très rapidement dans 
l’éthane liquide pour y être emprisonné dans de la glace amorphe. On peut ainsi observer l’échantillon par 
transmission où les électrons sont absorbés ou diffractés par la structure protéique. Différentes angles de 
faisceau sont alors utilisés pour obtenir des images de la structure protéique sous différents angles et ainsi 
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reconstruire la structure tridimensionnelle de la protéine. Cette technique présente l’avantage de conserver 
l’échantillon dans des conditions proches du milieu tampon (ou physiologique) et donc d’avoir une structure 
proche des conditions « réelles ». Développée dans les années 80, cette technique connaît un essor très 
important dans la résolution de structure de biomolécules, puisqu’elle permet d’avoir des structures avec de 
très hautes résolutions comme la cristallographie aux RX sans nécessiter d’obtenir des cristaux ; elle permet 
dans certains cas de déterminer très précisément des sites d’interaction avec de petites molécules. C’est ce 
qui a valu, en 2017, la récompense du prix Nobel de Chimie à Jacques Dubochet, Joachim Frank, et Richard 
Henderson pour leur travaux sur le développement de la cryomicroscopie électronique pour la détermination 
de structure à haute résolution de biomolécules en solution.[7] Cette technique a permis de caractériser la 
structure de dimères d’Aβ42,[8] et également très récemment de fibres d’Aβ42.[9] 
 I.3. Criblage in silico  
 
Le criblage in silico permet à partir d’un modèle structural de protéine, issue de données de cristallographie 
aux RX, RMN, ou cryoEM d’évaluer des scores d’affinités (donnés généralement en kcal/mol) au regard de 
certains ligands pour différents sites présents sur la structure protéique grâce à des calculs par mécanique 
moléculaire (MM). Il permet également des calculs de stabilité de complexe ligand-protéine au cours du 
temps (de 10-12 à 10-8 s). Deux techniques principales sont utilisées, l’amarrage moléculaire (docking en 
anglais) et la dynamique moléculaire (MD : molecular dynamic). Le docking permet d’évaluer un score 
d’affinité entre une molécule et la protéine.[10] L’énergie interne de chacun des deux partenaires est 
calculée puis une pose du ligand est effectuée sur la protéine, l’énergie du système ligand-protéine est alors 
calculée. La différence d’énergie interne entre le ligand et la protéine liés ou séparés est alors calculée. Si le 
score est négatif cela démontre alors une relative stabilité du complexe à partir duquel on prédit une affinité 
probable du ligand. L’ordinateur effectuera alors une pose sur un autre site de la protéine puis comparera le 
score obtenu par rapport au site précédent afin de vérifier s’il est de meilleure affinité ou non et ainsi de 
suite. On pourra alors distinguer un site préférentiel d’affinité très probable entre une molécule et la protéine. 
Ces complexes ligand-protéine peuvent être ensuite évalués par dynamique moléculaire afin d’estimer la 
stabilité dans le temps de cette interaction pour discriminer les meilleurs ligands.[11, 12] Le criblage in 
silico est une méthode relativement rapide, cependant elle ne peut pas évaluer une véritable constante 
d’affinité et échoue si jamais le site d’affinité est induit par la présence du ligand comme cela peut être le 
cas des sites dits allostériques. Ceci peut être compensé par des études dynamiques mais les temps de calculs 
augmentent alors exponentiellement avec la durée de l’expérience de dynamique moléculaire. La MD 
permet cependant d’avoir une idée probable du lieu d’interaction entre un ligand et une protéine. Ces 
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expériences ont été utilisées pour vérifier des affinités pour des molécules à visée d’études d’Aβ,[13, 14] 
mais aussi des molécules à visée thérapeutique dans le but d’inhiber l’agrégation d’Aβ.[15-17] 
II. Investigation de l’interaction TEMPO-BTA et du peptide Aβ par RMN.  
 
II.1. Utilisation de la RMN pour détecter les sites d’intérêts 
 
La RMN est bien connue pour révéler l’influence d’un environnement sur la résonnance d’un spin (cf. 
Chapitre I §IV.2.c.). Son utilisation pour élucider le site d’interaction entre le ligand et sa cible apparait dès 
lors naturelle et diverses techniques permettent d’accéder à des informations fines sur cette interaction. 
L’interaction peut être vérifiée en regardant si la présence du ligand induit un changement de déplacement 
chimique des protons de certains résidus d’acides aminés de la cible biologique témoignant d’un 
changement d’environnement chimique par la présence du ligand.  
La technique principale de la caractérisation de la liaison entre un ligand et sa cible biologique est la 
spectroscopie par STD.[18] Cette technique repose sur l’effet Overhauser où les signaux de protons de la 
protéine sont saturés, cette saturation se propage par diffusion de spin sur les autres protons de la structure 
jusqu’à atteindre les protons du ligand lié ce qui induit une diminution de son signal RMN. Il est possible 
de quantifier la perte de signal par différence d’intensité entre les spectres avec et sans la saturation sélective 
(Fig. 2). Elle permet de déterminer de manière qualitative la façon dont le ligand interagit avec la cible,[19-
21] de vérifier les parties du ligand qui interagissent avec la cible [22, 23] et aussi d’évaluer la constante de 
dissociation Kd entre le ligand et sa cible pour peu que celle-ci soit comprise entre 10-3 et 10-8 M. En effet, 
une affinité trop forte se traduit par un signal du ligand absent lors de la saturation ce qui empêcherait de 
déterminer précisément le Kd. On retrouve alors le spectre du ligand avant la saturation après avoir fait la 
différence des 2 spectres. Des études d’affinités ont été effectuées par STD avec le peptide Aβ pour diverses 
sortes de ligands comme des peptides,[24] ou bien encore des polyphénols.[25, 26]  
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Figure 2. Schémas explicatifs de la STD-RMN. En haut l’évaluation du Kd, en bas le schéma explicatif de l’obtention du spectre par 
différence entre le spectre en absence (off) et en présence (on) de la résonance de saturation.[18] 
Toutefois l’un des défauts de la RMN est le manque de sensibilité qui oblige à travailler à des concentrations 
comprises entre 100-1000 µM. Or, dans le cas de l’Aβ40, celui-ci peut commencer à s’agréger à pH neutre 
dès 20 µM et donc devenir insoluble, ce qui rend les expériences en RMN liquide plus difficile à faire. Par 
ailleurs l’étude de l’interaction avec les fibres d’Aβ ne peut se faire qu’en RMN du solide. 
Dans le cas de nos travaux, avant de pouvoir étudier l’interaction entre la sonde et les fibres d’Aβ par RMN 
du solide, nous souhaitons utiliser la sonde radicalaire TEMPO-BTA pour évaluer les résidus participant à 
l’interaction avec le peptide Aβ28 sous forme monomérique à pH physiologique par RMN liquide. Dans 
ces conditions, le peptide devrait rester soluble même à haute concentration (~ 200 µM) durant les quelques 
heures nécessaire aux acquisitions. Lors de l’expérience, l’intensité des signaux RMN 1H de certains résidus 
du peptide doivent s’élargir avec l’ajout du ligand. L’effet paramagnétique du radical influe sur les signaux 
RMN des protons se trouvant à proximité de celui-ci, si la sonde TEMPO-BTA interagit spécifiquement 
avec certaines zones du peptide avec le peptide, les acides aminés se trouvant dans l’environnement proche 
de radical verront leur signal s’élargir davantage que ceux qui en sont plus éloignés (Fig. 3). 
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Figure 3. Schéma de l’effet de l'interaction entre le peptide AB28 et la sonde TEMPO-BTA avec les effets sur les signaux RMN des 
acides aminés. 
II.2. Expériences et résultats. 
 
Dans cette expérience nous avons fait une première acquisition du spectre 1H du peptide [Aβ28] = 200 µM 
dans le D2O tamponné [Phosphate] = 100 mM à pD 7,3. On ajoute ensuite 0,5 ; 1 et 2 équivalents de 
TEMPO-BTA (solution stock = 10 mM dans DMSO-d6), chaque spectre 1H ayant été enregistré entre chaque 
ajout de ligand. On obtient les spectres suivants, pour lesquels ne sont représentés ici que les signaux 
compris dans la zone 0,30-2,40 ppm et 6,60-8,20 ppm du spectre (Fig. 4) : 
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Figure 4. Spectres RMN 1H du peptide Aβ28 avec 0 ; 0.5 ; 1 et 2 équivalents en TEMPO-BTA (10 mM in DMSO-d6). [Aβ28] = 200 
µM ; [Phosphate] = 100 mM ; pD = 7,3. La partie de 2,5 ppm à 6,6 ppm a été volontairement tronquée pour une meilleure 
visibilité des zones d’intérêts. 
On constate que les signaux RMN 1H de manière globale deviennent de moins en moins résolus lorsque l’on 
augmente la quantité de TEMPO-BTA à cause de son effet paramagnétique. En fait on cherche si certains 
signaux se retrouvent plus affectés que d’autres par l’effet paramagnétique du TEMPO-BTA. Pour ce faire 
nous avons choisi pour référence l’intégrale du pic d’éthanol entre 1,15-1,19 (Préf) fixée à une valeur de 1. 
Cela permet de comparer entre elles les valeurs d’intégrale des pics suivants : 0,71-0,80 (P1) ; 1,33-1,366 
(P2) ; 6,755-7,75 (P3) et 7,13-7,19 ppm (P4) au fur et à mesure que l’on ajoute du TEMPO-BTA dans le 
milieu (Fig. 5). D’après les travaux de thèse d’Hélène Eury,[27] (Annexe III et IV) les pics P1 et P2 peuvent 
être attribués respectivement aux Ala2/21 et aux Val12/17. P3 serait attribué à la Tyr10 et P4 aux résidus 
Phe4/19/20. On fait l’hypothèse que si le résidu d’acide aminé est proche du radical, sa valeur d’intégrale 
devrait s’en retrouver plus affectée et donc diminuer plus rapidement par rapport à d’autres résidus qui 
seraient plus éloignées de celui-ci quand la quantité de TEMPO-BTA augmente. 
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Figure 5.Spectre 1H d’Aβ28 avec les zones d'intégrations représentées à 0 équivalent. 
 Les valeurs sont reportées dans le tableau suivant (Tableau 1) : 
Tableau 1. Variation des intégrales P1, P2, P3 et P4 en fonction de l'intégrale du pic éthanol (Préf). 
 Zones d’intégration 
Nombre 
d’équivalent / 
résidus des 
zones intégrées 
1,15-1,19 
(Préf) 
 
0,71-0,80 
(P1) 
Ala 
1,33-1,366 
(P2) 
Val 
6,755-7,75 
(P3) 
Tyr 
7,13-7,19 
(P4) 
Phe 
0 1 17,33 18,53 3,31 9,52 
0,5 1 16,47 17,24 3,28 9,43 
1 1 14,63 14,92 2,88 8,28 
2 1 15,60 15,58 3,18 9,10 
% variation de 
l’intégrale de 0 
à 2 éq 
X -10 % -16 % -4 % -4,4 % 
 
On constate donc d’après le tableau que les valeurs d’intégrales de P1 et P2 semblent diminuer plus 
rapidement que les intégrations de P3 et P4 (avec des diminutions >10 % pour P1 et P2 contre des 
diminutions <5 % pour P3 et P4) entre 0 et 2 équivalents. On notera que les valeurs d’intégrales pour 
l’ensemble des pics diminuent de 0 à 1 équivalent mais augmentent à 2 équivalents, ceci est dû au signal de 
l’éthanol qui diminue à 2 équivalents de TEMPO-BTA où cette dernière présente en plus grande quantité 
Phe 
Tyr 
Val 
Ala 
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en solution impacte sur la valeur d’intégrale de l’éthanol. On pourrait donc supposer que les résidus Val et 
Ala seraient à proximité du radical par rapport aux noyaux aromatiques. Pour expliquer ce phénomène, on 
suggèrerait une interaction du motif 2-aryl-BzT avec les résidus aromatiques, ce qui placerait possiblement 
le motif TEMPO à proximité des résidus des acides aminés voisins. Dans le cas présent, on supposerait une 
interaction avec les résidus Phe4, Tyr 10, Phe19/20 plaçant ainsi le résidu TEMPO près des résidus Ala2-
21 et Val12/18 (Fig. 6). 
 
Figure 6. Les différents modes d'interactions du TEMPO-BTA avec les résidus de Aβ28. Les doubles flèches indiquant les distances 
entre le radical et les résidus des chaînes latérales. 
II.3. Conclusion et perspectives 
 
Cette expérience par RMN semble indiquer qu’il est possible de localiser certains lieux d’interactions entre 
le TEMPO-BTA et le peptide Aβ28 monomérique. On suppose une interaction avec les résidus aromatiques 
Phe et Tyr du peptide plaçant le radical TEMPO à proximité des résidus voisins. Ces expériences devront 
être effectuées sur le peptide Aβ40 également sous forme de fibres par RMN du solide.  
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On pourrait également utiliser la TEMPO-BTA en RPE impulsionnelle (DEER ou PELDOR) afin d’évaluer 
des distances interspin.[28] On pourrait accéder, par des expériences pulsées aux distances, entre 2 sites 
d’interactions entre 2 sondes TEMPO-BTA au sein des agrégats d’Aβ à la condition que ceux-ci ne soient 
pas trop éloignés (jusqu’à 8 nm). Le peptide Aβ ayant également des capacités à capturer le Cu(II), il est 
envisageable d’évaluer la position du site d’interaction de la NMA avec le Cu(II) paramagnétique par 
exemple dont on connait le site de chélation au sein du peptide (Fig. 7) ; à l’instar des travaux de l’équipe 
de Smith qui ont pu déterminer les distances entre les radicaux nitroxyles et le Fer(III) au sein de l’hème.[29] 
 
Figure 7. Schéma représentatif des distances interspins au sein des fibres d'Aβ. 
 
III. Investigation de l’interaction DA-BTA et le peptide Aβ par SM. 
   
III.1. Principe et choix de la fonction de photomarquage. 
 
Le marquage de photoaffinité est une technique de marquage qui permet de créer une liaison covalente entre 
un ligand et une cible, lorsque ceux-ci sont normalement en échange dynamique. Cette liaison se fait par la 
production d’une espèce hautement réactive, grâce à une irradiation UV.  
L’identification du site d’interaction ligand-cible repose sur le principe suivant : un ligand possédant une 
fonction chimique permettant le photomarquage et sa cible biologique (protéine, peptide, récepteur, enzyme, 
etc.) sont mises en solution. a) Le ligand rejoint alors son site d’affinité, une irradiation en UV est dès lors 
effectuée pour photomarquer la cible selon des mécanismes détaillés dans les sous-chapitres suivants. b) 
Une première séparation et caractérisation est alors faite pour discriminer les cibles photomarquées des 
autres par HPLC et SM. c) Une fois l’adduit ligand-cible sélectionné, il subit une digestion par la trypsine, 
une enzyme clivant les protéines ou peptides après les lysines ou arginines. Ceci permet de découper la cible 
en petits fragments peptidiques. Chacun de ces fragments est identifié par technique de SM, permettant de 
localiser précisément le site d’affinité au sein de la séquence peptidique (Fig. 8).[30]  
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Figure 8. Schéma des étapes des études par photoaffinité. a) Photomarquage du ligand sur la cible biologique. b) Séparations 
entre les cibles marquées et non marquées. c) Digestion de l'adduit par la trypsine. 
Différentes fonctions chimiques sont utilisées pour effectuer le photomarquage. Elles doivent cependant 
avoir plusieurs qualités [31-34] : i) La fonction photoréactive doit être stable dans de nombreuses conditions 
biologique. Seule l’irradiation doit produire l’espèce réactive pour former l’adduit. ii) L’énergie 
d’irradiation utilisée pour produire l’espèce réactive ne doit pas dégrader la cible biologique ; c’est-à-dire 
que la longueur d’onde d’irradiation dépasse les 300 nm. iii) L’espèce réactive doit avoir un temps de vie 
plus court que la cinétique de dissociation entre le ligand et la cible biologique de manière à limiter le 
marquage non spécifique. iv) La réaction de photomarquage doit se faire avec n’importe quelle fonction 
chimique à proximité immédiate, indépendamment de la nature de celle-ci, y compris les liaisons C-H non 
réactives. v) L’adduit formé à l’issue de la réaction doit être stable. vi) Le motif portant la fonction réactive 
se doit d’être suffisamment petit par rapport au ligand pour limiter toute gêne d’interaction avec sa cible. 
L’utilisation des agents de photomarquage a été décrite pour la première fois par l’équipe de Westheimer 
en 1962, par l’utilisation de fonction diazoacétyl (Fig. 9) ; conduisant à la désactivation des propriétés 
enzymatiques de la chymotrypsine.[35]  
 
Figure 9. Enchainement réactionnel de la diazoacétyl sous l'effet de la lumière. 
Dès lors un grand nombre de travaux ont été effectués autour du développement d’agent de photomarquage. 
Cependant 3 fonctions chimiques sont exploitées de manière assez récurrente afin de produire des espèces 
photoréactives. Ce sont les fonctions azoture d’aryle, benzophénone et diazirine dont les espèces réactives 
produites sont respectivement un nitrène, un radical carboné et un carbène.[36] 
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III.1.a. Nitrène via le motif azoture de phényle 
 
L’azoture de phényle sous irradiation UV (λ ≤ 300 nm) produit un nitrène singulet avec un dégagement de 
diazote. Le nitrène singulet possède une durée de vie inférieure à la milliseconde. Il est converti en nitrène 
triplet, intermédiaire moins énergétique, par conversion intersystème (CIS). 
Les deux états quantiques du nitrène ont des propriétés différentes.[37] Le nitrène singulet peut effectuer 
l’insertion directe de la liaison C-H pour former l’adduit désiré. Il est aussi capable de produire une 
cyclisation intramoléculaire donnant un dérivé benzazirine pouvant subir l’attaque d’un nucléophile pour 
former un adduit. Le benzazirine peut se réarranger également en déhydroazépine qui a son tour peut subir 
également une attaque nucléophile. 
Le nitrène triplet réagit avec la liaison C-H pour former un adduit covalent. Il est aussi capable de réagir 
avec l’oxygène pour former un groupement nitro [38] annihilant ses capacités de photomarquage (Fig. 10). 
 
Figure 10. Cascade de réactions des composés nitrènes. 
L’ajout d’une fonction azoture sur un phényle de manière générale se fait par une réaction de type 
Sandmeyer où l’on ajoute de l’azoture de sodium (NaN3) sur le diazonium formé pour produire l’azoture de 
phényle (Fig. 11).[39, 40] 
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Figure 11. Synthèse du dérivé azoture depuis l'amine par le passage du dizazonium intermédiaire. 
L’avantage de l’utilisation des dérivés d’azoture de phényle est la relative facilité d’accès et le faible 
encombrement de la fonction azoture. En revanche, ses longueurs d’onde d’irradiation sont inférieures à 
300 nm ce qui peut dégrader l’échantillon biologique, de plus sa réactivité multiple décroît le rendement de 
la réaction de photomarquage (< 30%). 
  III.1.b.Radical carbocentré via le motif benzophénone 
 
La benzophénone est excitée à 350-360 nm pour produire une espèce diradicalaire dont la durée de vie est 
d’environ 2 µs dans l’eau.[41] Le diradical réagit avec le résidu d’acide aminé le plus proche par transfert 
d’atome d’hydrogène pour donner 2 espèces radicalaires qui rapidement se recombinent pour former 
l’adduit désiré. Il est à noter que le diradical peut réagir avec de l’eau pour former le diol géminal 
correspondant qui rapidement se déshydrate pour recycler à nouveau la benzophénone initiale qui peut de 
nouveau être irradiée pour former le diradical (Fig. 12). L’espèce diradiclaire est plus réactive envers les 
liaisons C-H qu’envers les liaisons O-H, avec une préférence pour les groupements méthionines au sein de 
protéines.[42, 43] Cela signifie que si le temps d’irradiation est suffisamment long et que le ligand est peu 
affin pour son site d’interaction, la benzophénone pourra alors réagir ailleurs multipliant les risques de 
marquage non spécifiques du site actif. 
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Figure 12. Réactivité de la benzophénone après irradiation. 
Si le ligand possède une affinité très forte pour son site actif et que celui-ci est facilement accessible alors 
la benzophénone est un motif de choix pour le photomarquage. Son principal défaut est l’encombrement 
stérique généré pouvant influer sur les affinités pour les sites peu accessibles. Cet encombrement peut 
néanmoins être réduit si la benzophénone est intégrée dans la structure du ligand au lieu d’être ajouté à côté 
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de celui-ci. Par ailleurs la faible durée de vie de l’espèce diradicalaire formée oblige à l’irradiation de longue 
durée (>30 min) pour avoir un bon rendement de photomarquage. 
  III.1.c.Carbène via le motif diazirine 
 
Le motif diazirine sous irradiation UV à 350 nm peut donner 2 espèces : i) un carbène singulet par 
élimination d’une molécule de diazote mais également ii) une espèce diazo plutôt stable dans le temps mais 
qui a le défaut de réagir avec d’autres espèces dans le milieu au lieu d’être converti en carbène. C’est pour 
cette raison que les espèces 3-aryl-3-H-diazirine ont été supplanté par les espèces 
3-aryl-3-trifluorométhyl-diazirine découvertes par l’équipe de Brunner.[44] Grâce à l’effet inductif 
électro-attracteur puissant du groupement trifluorométhyle, l’espèce diazo réagit moins bien, laissant le 
temps à la conversion en carbène de se produire. Ils peuvent également subir une CIS pour former des des 
carbènes triplets. Cependant, cette conversion est défavorable dans le cas du substituant trifluorométhyle, 
celui abaissant l’énergie de l’état singulet du carbène (Fig. 13).[45, 46] 
 
Figure 13. Formation des carbènes singulet et triplet à partir de la diazirine sous UV. 
Le carbène singulet possède une large réactivité envers les liaisons R2N-H ; RO-H ; R3C-H par insertion 
directe du fait de sa nature ambiphile (à la fois électrophile et nucléophile). L’insertion directe d’une 
fonction amine peut mener à un échec du photomarquage. En effet l’adduit avec l’amine se réarrange pour 
former une espèce énamine/imine pouvant s’hydrolyser pour donner l’espèce difluoroacétyle 
correspondante (Fig. 14). 
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Figure 14. Réactivité du carbène singulet pour les groupements amines, alcool et alcanes. 
Le carbène triplet quant à lui peut réagir de 2 manières : soit par transfert d’hydrogène à l’instar du nitrène, 
soit avec l’oxygène pour former la cétone correspondante (Fig. 15). 
 
Figure 15.Réactivité du carbène triplet pour l'oxygène et la liaison C-H. 
La fonction 3-aryl-3-trifluorométhyl-diazirine possède en résumé des caractéristiques à la frontière entre la 
benzophénone et les azotures de phényles. Sa longueur d’onde d’irradiation comprise entre 350 et 360 nm 
permet le photomarquage de cibles protéiques sans dégradation. De plus la rapidité de la réaction du carbène 
singulet limite les adduits issus d’une affinité non spécifique, en revanche le fait qu’il puisse interagir 
rapidement avec les liaisons O-H conduit à la neutralisation du composé par l’eau. Par contre, la fonction 
diazirine est stable dans des conditions acide, basique, oxydante et réductrice contrairement aux azotures de 
phényles.  
 III.1.d. Résumés des caractéristiques des fonctions chimiques de photomarquage. 
 
Les différentes caractéristiques des 3 motifs de radiomarquage sont résumées dans le tableau ci-dessous 
(Tableau 2). 
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Tableau 2. Résumé des principales caractéristiques des groupements pour le photomarquage. 
Motif Azoture de phényle Benzophénone 
3-aryl-3-trifluorométhyl 
-diazirine 
λ exc < 300 nm 350-360 nm 350-360 nm 
Durée d’irradiation Courte Longue Courte-Moyenne 
Rendement de 
photomarquage 
Faible 
Bon à très bon (mais 
non spécifique) 
Faible-Bon 
Réactivité/sélectivité RH + Nucléophiles 
R-H des méthionines 
préférentiellement 
ROH, RNH2, RH 
Encombrement Faible à moyen Fort Moyen-Fort 
Espèces réagissant sur 
les radicaux 
H2O, O2 Aucun H2O, O2 
Stabilité chimique 
Instable en condition 
acide, basique, 
oxydante et réductrice. 
Instable sous condition 
oxydante forte. 
Stable sous condition 
acide, basique, 
oxydante et réductrice. 
 
Voilà pourquoi, dans le cadre de ces travaux nous avons choisi de travailler avec un motif de radiomarquage 
qui puisse être ajouté à la structure de la NMA. Nous avons donc choisi de travailler le motif diazirine qui 
possède le meilleur compromis par rapport aux critères du tableau ci-dessus pour donner le composé 
DA-BTA (Fig. 16). 
 
Figure 16. Structure du ligand DA-BTA. 
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III.2. Expériences et résultats. 
 
 III.2.a. Protocole 
 
Le DA-BTA 20 µM a été incubé pendant 3 jours avec Aβ28 à 500 µM dans HCO3NH4 à 100 mM, pH 8 et 
du Zn à 250 µM et 5 % DMSO. Au bout de 3 jours, lorsque le DA-BTA a été incorporé dans les fibres, les 
échantillons sont récupérés dans un eppendorf pour y être irradié à 360 nm pendant 40 minutes avec 4 
ampoules de 9 W dans un bain de glace sous agitation à 100 tours/min. Les échantillons (composé d’Aβ28 
sous forme de fibres) sont ensuite rincés 2 fois avec 200 µL d’eau milliQ puis directement injectés par 
infusion dans le spectromètre de masse. Le modèle de l’appareil utilisé pour faire l’acquisition de ces 
spectres est LCQFleet à trappe ionique et source d’ionisation par électronébulisation (ESI) de chez 
ThermoScientific. Après dilution dans un mélange ACN/H2O 0,1% HCOOH, l’échantillon a été diffusé 
avec un débit de 10 µL/min. Le spectre est acquis entre 150-2000 m/z en mode positif « Full Scan ».  
 III.2.b. Résultats préliminaires et interprétations 
 
On obtient le spectre total suivant (Fig. 17) : 
 
Figure 17. Spectre de masse full scan du mélange Aβ28 fibres 500 µM, Zn 250 µM et DA-BTA 20 µM irradié à 360 nm pendant 40 
min. 
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Les pics m/z d’intensité >10 % sont attribués aux espèces suivantes (Tableau. 3) : 
Tableau 3. Liste des pics d’intensité supérieure à 10 % et les espèces attribuées. 
Pic m/z Espèces observées Remarques 
468,17 
 
Cb-BTA : Forme 
carbène du DA-BTA. 
Probablement formé 
dans le spectromètre 
de masse. 
 
486,33 
 
DA-BTA ayant réagi 
avec H2O 
496,08 
 
DA-BTA 
653,42 Aβ28 [M+5H]5+ X 
816,58 Aβ28 [M+4H]4+ X 
1088,42 Aβ28 [M+3H]3+ X 
1631,67 Aβ28 [M+2H]2+ X 
 
On observe ici que le DA-BTA, en dépit d’un temps d’irradiation long de 40 min, n’a pas entièrement été 
converti en carbène pour réagir avec le peptide ou avec l’eau. 
Les produits issus du photomarquage peuvent être observés mais à des intensités extrêmement faibles (<10 
%) (Fig. 18 et 19). Les pics d’intérêts sont reportés sur le tableau suivant (Tableau 4) : 
Tableau 4. Liste des pics correspondant aux adduits DA-BTA-Aβ28. 
Pic m/z Espèces observées 
933,05 [Aβ28+2.Cb-BTA+4H]4+ 
1050,25 [Aβ28+2.Cb-BTA+4H]4+ 
1244,08 [Aβ28+Cb-BTA+3H]3+ 
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Figure 18. Spectre de masse full scan du mélange Aβ28 fibres 500 µM, Zn 250 µM, DA-BTA 20 µM irradié à 360 nm pendant 40 
min ; zoom de la figure 17 entre m/z 1020 et m/z 1340. 
 
Figure 19. Spectre de masse full scan du mélange Aβ28 fibres 500 µM, Zn 250 µM, DA-BTA 20 µM irradié à 360 nm pendant 40 
min ; zoom de la figure 17 entre m/z 920 et m/z 1180. 
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On suppose que la faible intensité des pics vient de l’injection de fibres non monomérisées. On ne peut pas 
non plus exclure un faible rendement de photomarquage. On propose, pour expliquer cette faible conversion 
de la diazirine en carbène, que le motif 2-aryl-BzT absorbe à la même longueur d’onde où la diazirine se 
converti en carbène (λ ~360 nm) ce qui peut nuire potentiellement au photomarquage. Il convient également 
de rappeler que le DA-BTA possède une faible affinité envers fibres (cf. Chapitre IV §II). Malgré tout, on 
observe des adduits correspondant à 2 molécules de DA-BTA qui sont liés de manière covalente au peptide 
Aβ28, indiquant au minimum 2 sites différents d’interaction. 
III.3. Conclusion et perspectives 
 
Ces résultats préliminaires permettent de constater qu’il est possible de procéder au marquage de 
photoaffinité d’Aβ28 par le DA-BTA et qu’il y a vraisemblablement 2 sites d’interactions entre le DA-BTA 
et le peptide Aβ28. Ces résultats restent à confirmer au regard du faible taux de marquage.  
Ces résultats très préliminaires permettent de confirmer le marquage mais ils n’indiquent pas la localisation 
précise du site d’interaction. En utilisant les outils de l’analyse protéomique par spectrométrie de masse, le 
peptide Aβ28 marqué pourrait être digéré par la trypsine puis séquencé de manière à déterminer avec 
précision le site d’interaction avec DA-BTA. Cela permettrait de préciser le lieu d’interaction avec le 
peptide. On propose ensuite de faire cette réaction de photomarquage avec le peptide Aβ40 puis de le digérer 
avec la trypsine pour observer les fragments de peptides photomarqués. Ces fragments pourront être à leur 
tour fragmenté pour identifier précisément l’acide aminé sur lequel le DA-BTA est fixé. 
IV. Conclusion générale sur la caractérisation du site d’interaction. 
 
Ces expériences RMN et SM ont permis de valider l’interaction des motifs 2-aryl-BzT avec le peptide Aβ28 
monomérique et fibrillaire, respectivement. Les expériences RMN avec le TEMPO-BTA ont permis 
d’observer l’effet paramagnétique du radical nitroxyle sur les résidus Ala et Val du peptide voisins de 
résidus aromatiques Phe et Tyr et donc ont permis de supposer au minimum 3 sites d’interactions pour le 
peptide Aβ28 sous forme monomérique. Les études en SM semble indiquer au minimum 2 sites 
d’interactions entre la molécule DA-BTA et le peptide Aβ28 sous forme agrégée. Ces résultats restent très 
préliminaires, les études doivent donc être approfondies avec le peptide Aβ28. Cependant ils permettent de 
valider ces preuves de concepts qui pourront être appliquées plus tard pour des études avec le peptide Aβ40. 
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Conclusion générale 
 
La maladie d’Alzheimer est la forme de démence la plus répandue à travers le monde. Elle ne présente 
actuellement aucun traitement curatif et reste diagnostiquée tardivement par rapport à l’évolution de la 
maladie. Les personnes qui en sont atteintes voient ainsi leurs facultés cognitives décliner progressivement 
jusqu’à une perte totale d’autonomie. Elle a donc un coût financier et humain important pour la santé 
publique.  
Une compréhension précise du mécanisme d’agrégation du peptide Aβ sous forme de plaques séniles permet 
l’élaboration de stratégies permettant le diagnostic précoce et donc une meilleure prise en charge des 
patients. La détection d’espèces précoces, comme les oligomères par exemple, est un axe de recherche 
scientifique important. Cependant la majorité des structures de la littérature détectent uniquement les 
plaques in vivo. De plus la variabilité des structures présentant une affinité pour les agrégats du peptide Aβ 
ne permet pas de facilement rationaliser le site d’interaction entre les ligands et les différentes formes du 
peptide. Les techniques actuelles ne permettent donc pas d’imager les formes du peptide Aβ autres que les 
plaques. Il a donc été proposé au cours de cette thèse l’élaboration d’outils permettant d’une part un suivi 
de l’agrégation in vitro en fonction de la taille des agrégats et d’autre part l’identification les sites 
d’interaction des ligands envers le peptide Aβ. 
Pour ce faire, une voie de synthèse d’une plateforme moléculaire à base du motif 2-aryl-BzT a été élaborée. 
Celle-ci permet la synthèse de plusieurs dérivés, chacun permettant une fonctionnalisation spécifique de la 
plateforme pour une utilisation dans une étude physico-chimique particulière. Quatre molécules furent ainsi 
développées au cours de ces travaux de thèse et testées avec le peptide Aβ28. La NMA pour des études par 
fluorescence dont les travaux ont pu mettre en évidence ses capacités à produire du FRET avec la ThT au 
sein des fibres et également des capacités à détecter potentiellement des espèces plus précoces ; le Fc-BTA 
permettant des études d’agrégation par électrochimie dont les résultats préliminaires ont mis en évidence 
son affinité avec les fibres et permet de discriminer les espèces monomériques des fibres ; le TEMPO-BTA 
a su démontrer des capacités à suivre l’agrégation du peptide Aβ par RPE basé sur le coefficient de diffusion 
(et donc directement du poids moléculaire) mais également à présenter une signature spectrale différente 
lorsqu’elle est en contact avec les fibres. Cette molécule a aussi permis l’étude du site d’interaction par 
RMN. Les résultats très préliminaires supposent une interaction par les motifs aromatiques Phe4, Tyr12 ou 
Phe19/20. Enfin le motif DA-BTA dont le photomarquage avec le peptide suppose la formation d’adduit 
covalent de 2 molécules par peptide. 
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En bref, les travaux de cette thèse, s’inscrivant dans un contexte d’élaboration d’outils permettant la 
reconnaissance de diverses formes du peptide Aβ, ont produit des résultats préliminaires suggérant de 
nouvelles méthodes de suivi de l’agrégation basées sur la taille des espèces formées au cours de l’agrégation. 
Par ailleurs, les expériences préliminaires de caractérisation du site d’interaction suggèrent plusieurs sites 
d’interaction avec le peptide Aβ sous forme monomérique. 
Les voies de synthèse ont permis d’obtenir un dérivé 2-aryl-BzT possédant un motif azoture qui est à la fois 
un centre électrophile et nucléophile, mais qui permet également les réactions type CuAAC. Cette réactivité 
a été mise à profit pour la synthèse du Fc-BTA mais également pour y accoler un chélateur du Cu(II) 
suggérant l’utilisation en tant que molécule diagnostic avec le 64Cu. La CuAAC permettra également 
d’accoler des structures comme la biotine ou bien des billes magnétiques pour la fixation du motif 2-aryl-
BzT sur support solide ce qui permettra son utilisation dans des techniques basées sur la reconnaissance de 
motifs d’interaction comme la résonnance plasmonique de surface. L’azoture étant assez proche du motif 
2-aryl-BzT il pourra être par la suite être éloigné afin de limiter la gêne stérique. 
Ces molécules pourront également être testées avec d’autres peptides amyloïdes dans d’autres maladies 
comme l’amyline dans le cas du diabète de type II ou bien encore des peptides présents dans le liquide 
séminal formant des agrégats provoquant potentiellement des problèmes d’infertilité. Cela permet d’ouvrir 
ainsi des voies d’études au-delà de la maladie d’Alzheimer et permettant l’étude de maladies amyloïdes de 
manière générale. 
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Annexe I : Comparaison des spectres 1H et 19F du dérivé aldéhyde et TEMPO de la 4-fluorobenzaldéhyde 
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Annexe II : Comparaison des spectres IR du dérivé aldéhyde et TEMPO de la 4-fluorobenzaldéhyde 
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Annexe III : Déplacement RMN 1H de Aβ28 à pH 7,4. 
 
Issu de la thèse de H. Eury sur l’Étude de l'interaction de la Thioflavine T et de complexes de 
Ru(II) avec le peptide amyloïde bêta dans le cadre de la maladie d'Alzheimer, 2013. 
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Annexe IV : Structure chimique de la sequence d’Aβ28 ainsi que les identifiants de chaque atome de 
caque acide aminés 
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Partie expérimentale des chapitres II et III. 
Instrumentation.  
Automated flash chromatography was performed with an Interchim Puriflash medium-pressure liquid 
chromatograph with silica gel (47-60 µm) columns. 1H, 11B, 13C and 19F NMR spectra were recorded on a 
Bruker Avance 300 (300 MHz) spectrometer, and a Bruker Avance 400 (400 MHz) spectrometer. All spectra 
were recorded at ambient temperature (298 K) unless otherwise stated. and coupling constants are reported 
in Hz. The multiplicity of signals is indicated using the following abbreviations: s = singlet, d = doublet, t 
= triplet, q = quadruplet, bs = broad singlet, m = multiplet. Infrared (IR) spectra were recorded on a Perkin 
Elmer Spectrum One FT–IR spectrometer. Vibration frequencies are expressed in cm-1. High-resolution 
mass spectrometry (HR-MS) were measured at the Mass Spectrometry Service at the University Paul 
Sabatier. X-ray crystallography was performed on single crystal diffractometers: Agilent Gemini, Bruker 
Nonius and Bruker Kappa Apex II. Elemental Analysis were performed with alnalyzer PERKIN ELMER 
2400 serie II. 
Caractérisation des dérivés 2-aryl-BzT. 
Synthesis of 2: 2-amino-1,3-benzothiazole-6-carboxylic acid. 
 
p-aminobenzoic acid (5.48 g, 40 mmol) and NH4SCN (12.2 g, 160 mmol) were dissolved in acetic 
acid (30 mL). Bromine (2.1 mL, 40 mmol) was then added dropwise and the mixture was stirred 
overnight. The mixture was neutralized by adding carefully solid NaOH to reach pH 7 or 8. The 
mixture was then filtrated and washed with water. The precipitate was recovered and dried under 
vaccum in a dessicator to obtain a slightly yellow powder (6.21 g, 80%). 
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 8.20 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H6), 7.79 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H, H4), 
7.72 (s, 2H, H10), 7.30 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H3). 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 168.67 (Cq), 167.76 (Cq), 155.56 (Cq), 130.56 (Cq), 127.13 
(CH), 126.33 (Cq), 122.33 (CH), 116.67 (CH). 
MS-DCI (NH3) positive (m/z) : 195.0 [M+H]+, 151.0 [M+H-COOH]+ 
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IR νmax/cm-1: 3395-3059 (NH stretch), 2721, 2061-1890 (CH aromatic bending) 1638-1573 (C=O 
stretch), 1535, 1521, 1450, 1400-1237 (O-H bending). 
 
 
Synthesis of 3: ethyl 2-amino-1,3-benzothiazole-6-carboxylate. 
 
2-amino-1,3-benzothiazole-6-carboxylic acid (23 g, 0.117 mol) was dissolved in ethanol (300 mL) 
in a 1L round-bottom flask. Sulfuric acid (16 mL, 96%, 0.288 mol) in ethanol (40 mL) was added 
slowly to the reaction mixture at 0°C. After the addition, the system was put under reflux at 95°C 
for 3,5 days. After that, the solution was filtered and the filtrate was poured directly onto an ice 
bath producing a white precipitate; the aqueous phase is adjusted to pH 8 using potassium 
hydroxide. The precipitate is collected by filtration and washed with water, then azeotropically 
dried with ethanol (3 times) to furnish the product as a white powder (22 g, 70%). 
Alternative procedure: 2-amino-1,3-benzothiazole-6-carboxylic acid (6.2 g, 32 mmol) was 
dissolved in ethanol (50 mL). Sulfuric acid (7.8 mL, 96%, 0.140 mmol) in ethanol (20 mL) was 
added slowly to the reaction mixture at 0°C, a yellow precipitate was formed during the addition. 
After the addition, the mixture was heated to reflux for 3 hours, after which the mixture was an 
opaque yellow ocher. After 3 hours, the solution was neutralized with a saturated solution of 
NaHCO3 to reach pH 7. The mixture was divided in two equal volume parts to be extracted. The 
aqueous phases were extracted with dietyl ether (1x300 mL) and the organic solvent were directly 
removed under vaccum to obtain a yellow solid. Additionally, the remaining aqueous phase was 
filtered and the precipitate was washed with ethanol and dried overnight in air. The different yellow 
solids from extraction and filtration are the desired product (5.56 g, 63%).  
1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 8.27 (dd, J = 1.8 Hz, 0.37 Hz, 1H, H6), 7.88 (s, 2H, H10), 7.81 (dd, J = 
8.4, 1.8 Hz, 1H, H4), 7.37 (dd, J = 8.4 Hz, 0.37 Hz, 1H, H3), 4.29 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H8), 1.31 (t, J = 7.1 
Hz, 3H, H9). 
 
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 169.70 (Cq), 165.61 (Cq), 156.86 (Cq), 131.12 (Cq), 127.02 (CH), 122.47 
(CH), 121.95 (Cq), 117.05 (CH), 60.33 (CH2), 14.26 (CH3). 
MS-ESI (m/z) : 223.00 [M+H]+, 194.92 [M+H-C2H5]+. 
IR νmax/cm-1: 3344-3311 (NH stretch), 3072-2972 (CH stretch), 1685-1658 (C=O stretch), 1622-
1523 (CH ring), 1440 (C=C ring), 1330, 1275, 1252, 1237, 1138, 1111, 1026, 948-860, 825, 765-
702, 616. 
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Synthesis of 4: ethyl 2-iodo-1,3-benzothiazole-6-carboxylate. 
 
Ethyl 2-amino-1,3-benzothiazole-6-carboxylate (2.00 g, 9 mmol), p-toluenesulfonic acid (5.14 g, 
27 mmol), potassium iodide (2.98 g, 18 mmol) were dissolved in acetonitrile (120 mL) and the 
mixture was stirred for 5 minutes. Copper(I) iodide (17 mg, 0.09 mmol) was then added to the 
mixture. tert-butyl nitrite (2.15 mL, 18 mmol) was then added dropwise and the mixture was stirred 
overnight. The mixture was then treated with a saturated solution of NaHCO3 to form a precipitate. 
The mixture was filtered, the recovered precipate was dissolved in dichloromethane (30 mL). The 
resulting solution was washed with a 50:50 solution of brine and a 5% aqueous sodium thiosulfate 
solution. The organic phase was filtered with celite (2 g) and then the solvent was removed under 
vaccum to recover a slightly orange powder (1.85 g, 60%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.58 (dd, J = 1.6, 0.6 Hz, 1H, H6), 8.13 (dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 1H, 
H4), 8.06 (dd, J = 8.6, 0.6 Hz, 1H, H3), 4.42 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H9), 1.43 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H10).  
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 165.97 (Cq), 156.93 (Cq), 139.29 (Cq), 135.48 (Cq), 127.74 (CH), 
122.58 (CH), 122.39 (CH), 109.65 (Cq), 61.64 (CH2), 14.49 (CH3). 
MS-APCI positive (m/z): 334.20 [M+H]+  
HR-MS (CI+) (m/z): [M+H]+ Calcd for C10H8INO2S 333.9399µ. Found 333.9388. 
IR νmax/cm-1: 1713 (C=O, stretch), 1478-1457 (C-H bending), 1393, 1278, 1253.  
EA : Anal. Calcd for C10H8INO2S: C, 36.05; H, 2.42; N, 4.20. Found C, 35.74; H, 1.96; N, 4.34. 
 
Synthesis of 2’: tert-butyl (4-bromophenyl)carbamate. 
 
Protocol 1: 4-bromoaniline (4.170 g, 23.8 mmol) was dissolved in anhydrous THF (70 mL) under 
argon. NaH 60% (1.030 g, 26.2 mmol) was added then to the solution under argon and left for 3 
hours. Then di-tert-butyl dicarbonate (5.670 g, 26.2 mmol) was added, and the mixture heated to 
reflux overnight. The mixture then was treated by a saturated solution of NH4Cl (30 mL) and 
extracted with diethyl ether (2 x 70 mL). The organic phase is washed with brine and dried over 
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MgSO4. After filtration, the solvent was evaporated under vaccum. The product is finally purified 
by flash chromatography to obtain a white solid (6.266 g, 96%). 
Protocol 2: In 100 mL of CF3CH2OH, add 4-bromoaniline (10 g, 58 mmol) and di-tert-butyl 
dicarbonate (16.49 g, 75 mmol), leave the reaction for 3 days at room temperature. When a white 
precipitate is formed, filter the mixture and wash the precipitate with CF3CH2OH to obtain a white 
solid (15.2 g, 96 %) 
Protocol 3: 4-bromoaniline (5.0 g, 29 mmol) and di-tert-butyl dicarbonate (6.33 g, 29 mmol) were 
added in 250-mL round bottom flask and put under vaccum in a hot bath at 45 °C for 1 hour to 
obtain a white powder (7.98 g, 100 %). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.41 – 7.33 (m, 2H, H2-H6), 7.30 – 7.18 (m, 2H, H3-H5), 6.55 (s, 
1H, H7), 1.51 (s, 9H, H10-H11-H12).  
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 152.66 (Cq), 137.60 (Cq), 131.97 (CH), 120.20 (CH), 115.53 (Cq), 
81.01 (Cq), 28.43 (CH3). 
 
MS-DCI (NH3)(m/z) : 289.1 [M79Br+NH4]+, 291.1 [M81Br+NH4]+. 
IR (cm-1): 3369 (CONH), 2983-2932 (CH stretch), 1694-1500, 1490 (COOCH3), 1395, 1235, 814, 
498. 
EA : Anal. Calcd for C11H14BrNO2 : C, 48.55; H, 5.19; N, 5.15 Found: C, 48.51; H, 5.11; N, 
5.24.  
Synthesis of 3’: tert-butyl (4-bromophenyl)methylcarbamate. 
 
tert-butyl (4-bromophenyl)carbamate (5.68 g, 21 mmol) was dissolved in anhydrous THF (70 mL) 
under argon. NaH 60% (0.930 g, 23.1 mmol) was then added to the solution under argon and left 
for 1 hour under reflux. The mixture was cooled down to room temperature and then dimethyl 
sulfate (2.19 mL, 23.1 mmol) was added, the reaction mixture was then heated to reflux overnight. 
The mixture was treated by saturated solution of NH4Cl (30 mL) and extracted with ethyl acetate 
(2 x 70 mL). The organic phase is washed with brine and dried over by MgSO4. After filtration, 
the solvent was evaporated under vaccum to obtain a brown-yellow oil. The product is finally 
purified by flash chromatography to obtain a yellow oil (4.047 g, 67%). 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.45 – 7.40 (m, 2H, H2-H6), 7.14 – 7.09 (m, 2H, H3-H5), 3.23 (s, 3H, 
H7), 1.44 (s, 9H, H10-H11-H12). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 154.24 (Cq), 142.84 (Cq), 131.50 (CH), 126.95 (CH), 118.38 (Cq), 
80.49 (Cq), 37.05 (CH3), 28.25 (CH3). 
MS-APCI (m/z) : 186.00 [M79Br+2H-C5H9O2]+, 188.00 [M81Br+2H-C5H9O2]+, 230.20 
[M79Br+2H-C4H9]+, 232.20 [M81Br+2H-C4H9]+. 
IR : 2975,2928 (CH stretch), 1698, 1590, 1489 (COOCH3), 1350, 1146-1104. 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Synthesis of 4’: tert-butyl [4-(1,3,6,2-dioxazaborocan-2-yl)phenyl]methylcarbamate. 
 
tert-butyl (4-bromophenyl)methylcarbamate (7.08 g, 24.7 mmol) is dissolved in anhydrous THF 
(160 mL) in a Schlenk flask under argon. The mixture is cooled to -78°C after which, n-
butyllithium (10.88 mL, 2.5 M in hexane, 27.2 mmol) was added under argon and stirred for 15 
min at -78°C. Triisopropyl borate (7.4 mL, 27.2 mmol) was then added and the resulting mixture 
was stirred at -78°C and allowed to warm to room temperature overnight. The mixture was 
neutralized with a saturated solution of NH4Cl and extracted with diethyl ether (2x100 mL). The 
organic phase was washed with brine and dried over MgSO4 , the solvent was then removed under 
vaccum. The resulting mixture is finally dissolved in 100 mL diethylether and diethanolamine 
(2.859 g, 27.2 mmol) was added. After few minutes of stirring, a precipitate develops. The precipate 
was then filtrated and washed with diethylether and dried with a dessicator under vaccum to obtain 
a white powder (6.646 g, 84%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.46 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.12 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 5.31 (s, 1H, H16), 
3.95 (s, 2H), 3.85 (s, 2H), 3.22 (s, 3H, H8), 3.11 (s, 2H), 2.68 (s, 2H), 1.44 (s, 9H, H11-H12-H13). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 155.27 (Cq), 143.15 (Cq), 132.95 (CH), 124.74 (CH), 80.17 (Cq), 
63.56 (CH2), 51.57 (CH2), 37.70 (CH3), 28.56 (CH3). 
 
11B NMR (128 MHz, CDCl3) δ 11.51. 
IR : 3076-2978-2872 (CH), 1683-1602-1506 (C=O), 1457, 1422, 1367, 1347, 1280, 1215, 1143, 
1069. 
EA : Calculated: C, 60.02; H, 7.87; N, 8.75. Found: C, 59.64; H, 8.10; N, 8.57 
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Synthesis of 5a: ethyl 
2-(4-[(tert-butoxycarbonyl)(methyl)amino]phenyl)-1,3-benzothiazole-6-carboxylate. 
 
Ethyl 2-iodo-1,3-benzothiazole-6-carboxylate (0.930 g, 3.4 mmol), tert-butyl [4-(1,3,6,2-
dioxazaborocan-2-yl)phenyl]methylcarbamate (1.21 g, 3.74 mmol), potassium fluoride (0.494 g, 
8.5 mmol), copper(I) iodide (0.065 g, 0.34 mmol), triphenylphospine (0.089 g, 0.34 mmol) were 
dissolved in a 5:1 solution of DMF (100 mL) and water (20 mL) while purging with argon. The 
mixture was then placed on a pre-heated heating block at 115°C and the 
bis(triphenylphosphine)palladium(II) dichloride (0.119 g, 0.17 mmol) was rapidly added. The 
mixture was stirred at 115°C for 1.5h and then was neutralized with a saturated solution of NH4Cl 
(60 mL). The mixture was extracted with diethylether (2 x 250 mL). The organic phase were 
washed with brine and dried over MgSO4, then filtered through celite and silica. The solvent was 
removed under vaccum and the crude powder was purified by flash chromatographgy to obtain a 
white powder (0,468 g, 71%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.62 (dd, J = 1.6, 0.5 Hz, 1H, H6), 8.17 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H, 
H4), 8.11 – 8.02 (m, 3H, H3-H12-H16), 7.48 – 7.36 (m, 2H, H12-H16), 4.43 (q, J = 7.1 Hz, 2H, 
H9), 3.33 (s, 3H, H17), 1.49 (s, 9H, H20-H21-H22), 1.44 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H10).  
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 170.91 (Cq), 166.30 (Cq), 157.19 (Cq), 154.36 (Cq), 146.93 (Cq), 
135.06 (Cq), 129.78 (Cq), 128.11 (CH), 127.74 (CH), 127.32 (Cq), 125.37 (CH), 123.89 (CH), 
122.84 (CH), 81.24 (Cq), 61.43 (CH2), 37.10 (CH2), 28.47 (CH3), 14.54 (CH3). 
MS-APCI positive (m/z): 413.40 [M+H]+, 357.40 [M+H-C4H9]+, 313.40 [M+2H-C5H10O2]+. 
IR νmax/cm-1 : 2981(CH stretch), 1703-1596 (C=O), 1568, 1520, 1474-1367 (CH bending), 1342, 
1322, 1303, 1273, 1232, 1176, 1157-1105, 1016. 
EA : Anal. Calcd for C22H24N2O4S: C, 64.06; H, 5.86; N, 6.79. Found: C, 63.88; H, 5.84; N, 
6.22. 
 
Synthesis of 5b: ethyl 2-(4-(methylamino)phenyl)benzo[d]thiazole-6-carboxylate 
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Boc derivative 5a (0.100 g, 0.243 mmol) is dissolved in 1 mL CH2Cl2. The flask is placed on an 
ice bath at 0 °C and CF3COOH (1 mL) is added dropwise. The reaction is stirred for 2h after which 
the mixture is neutralized with NH4OH until pH 7 and then extracted 3 times with CH2Cl2. The 
organic phase is dried over Na2SO4, then filtered. The solvent was removed under pressure to obtain 
a yellow powder (0.040 g, 52%). 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.55 (dd, J = 1.7, 0.6 Hz, 1H, H6), 8.14 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H, 
H4), 8.04 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H3), 8.03 – 7.97 (m, 2H, H12-H16), 6.72 – 6.64 (m, 2H, H13-H15), 
4.42 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H9), 2.94 (s, 3H, H18), 1.43 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H10). 
 
13
C NMR (101 MHz, Chloroform-d) δ 172.36 (Cq), 166.34 (Cq), 154.66 (Cq), 152.36 (Cq), 145.52 
(Cq), 136.87 (Cq), 130.39 (Cq), 129.93 (CH), 127.85 (CH), 123.64 (CH), 121.61(CH), 112.47 
(CH), 61.36 (CH2), 30.55 (CH3), 14.55 (CH3). 
 
HR-MS (ESI-TOF) (m/z): Calcd for C17H17N2O2S+: 313.1011. Found: 313.1010. 
 
IR (cm-1): 3293 (N-H stretch), 3153-3031 (CH ring stretch), 2904-2818 (CH stretch), 1707 (C=O 
stretch), 1604-1595 (C=C ring stretch), 1473-1318 (C=C ring) stretch, 1184-1107 (C-O stretch). 
 
Synthesis of 6a: tert-butyl (4-[6-(hydroxymethyl)-1,3-benzothiazol-2-
yl]phenyl)methylcarbamate. 
 
Ethyl 2-(4-[(tert-butoxycarbonyl)(methyl)amino]phenyl)-1,3-benzothiazole-6-carboxylate (0.379 
g, 0.92 mmmol) is dissolved in anhydrous THF (20 mL). Then the mixture is placed in an ice bath 
at 0°C, and lithium aluminium hydride (0.24 mL, 4 M in hexanes, 0.920 mmol) is then added 
dropwise. The mixture is removed from the ice bath and stirred for less than  1h. The reaction is 
considered as over when the mixture turned from emerald green to amber. The mixture is 
neutralized with a saturated solution of NH4Cl then extracted with diethylether (2 x 50 mL). The 
organic phase is dried over MgSO4 then filtered with celite. The solvent is removed under vaccum 
to obtain a brown powder (0.335 g, 98%) 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.04 (m, 3H), 7.93 (t, J = 1.6, 0.9 Hz, 1H, H6), 7.47 (dd, J = 8.4, 
1.6 Hz, 1H, H3), 7.43 – 7.35 (m, 2H, H12-H13), 4.85 (d, J = 5.5 Hz, 2H, H8), 3.32 (s, 3H, H16), 
1.81 (t, J = 5.8 Hz, 1H, H9), 1.49 (s, 9H, H19-H20-H21). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 167.66 (Cq), 154.28 (Cq), 153.54 (Cq), 146.31 (Cq), 138.21 (Cq), 
135.24 (Cq), 129.96 (Cq), 127.73 (CH), 125.60 (CH), 125.26 (CH), 123.00 (CH), 119.82 (CH), 
80.99 (Cq), 65.14 (CH2), 36.99 (CH3), 28.33 (CH3). 
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MS-APCI positive (m/z): 371.40 [M+H]+, 315.30 [M+H-C4H9]+, 271.30 [M+2H-C5H10O2]+. 
HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C20H23N2O3S 371.1432 Found 369.1429 
IR νmax/cm-1 (neat film) : 3838 (OH), 2976-2929 (CH stretch), 1698-1606 (C=O), 1571, 1523, 
1485-1416 (CH bending), 1391, 1365, 1350, 1315, 1302, 1279, 1252, 1152, 1108-1038 (C-O 
alcool), 1017. 
EA : Anal. Calcd for C20H22N2O3S: C, 64.84; H, 5.99; N, 7.56. Found: C, 64.49; H, 5.91; N, 7.36 
Synthesis of 6b: 4-(6-(hydroxymethyl)-1,3-benzothiazol-2-yl)-N-methylaniline 
 
 
 
Boc derivative compound 6a (0.100g, 0.27 mmol), was dissolved in 500 µL of CH2Cl2. The 
solution was placed in an ice-bath at 0 °C and CF3COOH (500 µL) was added dropwise. The 
reaction is stirred for 2 hours. The mixture is neutralized with NH4OH solution, a precipitate is 
formed and collected by filtration. The crude product was purified by Flash Chromatography with 
a mixture of cyclohexane/ethyl acetate to obtain a brown product (0.045 g, 60%). 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 7.93 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H6), 7.84 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H3), 7.82 – 7.78 
(m, 2H, H11-H15), 7.39 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H, H4), 6.69 – 6.61 (m, 2H, H12-H14), 6.45 (q, J = 5.0 Hz, 
1H, H16), 5.29 (t, J = 5.7 Hz, 1H, H9), 4.61 (d, J = 5.7 Hz, 2H, H8), 2.76 (d, J = 5.0 Hz, 3H, H17). 
13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 167.58 (Cq), 152.91 (Cq), 152.41 (Cq), 139.07 (Cq), 133.62 (Cq), 
128.54 (CH), 125.09 (CH), 121.27 (CH), 120.05 (Cq), 119.38 (CH), 111.46 (CH), 62.80 (CH2), 29.30 (CH3). 
HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C15H25N2O3S 271.0905 Found 271.0911 
IR νmax/cm-1 (neat film): 3222 (OH), 2925-2872 (CH stretch), 1607-1600 (C=O), 1508, 1460-
1412 (CH bending), 1183-1000 (C-O alcool). 
 
Synthesis of 7a: tert-butyl [4-(6-formyl-1,3-benzothiazol-2-yl)phenyl]methylcarbamate. 
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tert-butyl [4-(6-hydroxymethyl-1,3-benzothiazol-2-yl)phenyl]methylcarbamate (1.19 g, 3.2 
mmol), TEMPO (0.005 g, 0.32 mmol), and sodium bromide (0.329g, 3.2 mmol) were dissolved 
into a 40 mL mixture of CH2Cl2/water (1:1). An aqueous solution of NaOCl (1.98 mL, 13.5%, 4 
mmol) and NaHCO3 (2.957g, 3.52 mmol) in water (3 mL) was added dropwise to the reaction 
mixture at 0°C and the mixture is allowed to warm to room temperature. After 1 h, a large excess 
of NaOCl was added (15 mL, 30 mmol) to push the reaction to full conversion. After an additional 
hour, the mixture was extracted with DCM (2x40 mL). The organic phase was washed with brine 
and dried over with MgSO4. The solution is then filtered and the solvent was removed under 
vaccum to recover an ocher powder (0.946 g, 78%). 
Comments: Depending on the quality of the aqueous solution of NaOCl the reaction can be carried 
out with 1.25 eq in excess, the excess of NaOCl  did not seem to not lead to over-oxidation of the 
aldehyde to carboxylic acid. 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 10.12 (s, 1H, H8), 8.44 (dd, J = 1.7, 0.6 Hz, 1H, H6), 8.16 (d, J = 
8.4 Hz, 1H, H3), 8.11 – 8.06 (m, 2H, H10-H14), 8.01 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz, 1H, H4), 7.46 – 7.41 (m, 
2H, H11-H13), 3.34 (s, 3H, H15), 1.50 (s, 9H, H18-H19-H20). 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 191.23 (CHO), 171.05 (Cq), 158.29 (Cq), 154.32 (Cq), 147.20 (Cq), 
135.77 (Cq), 133.36 (Cq), 129.55 (Cq), 128.22 (CH), 127.58 (CH), 125.35 (CH), 124.45 (CH), 
123.68 (CH), 81.33 (Cq) , 37.07 (CH3), 28.47 (CH3). 
MS-ESI (m/z): 369.00 [M+H]+ 
HR-MS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C20H21N2O3S 369.1273 Found 369.1263 
IR νmax/cm-1 : 2980, 1693 (C=O aldehyde), 1593, 1551, 1522, 1477, 1435, 1345, 1251, 1196, 1151, 
1104, 972, 835. 
 
Synthesis of 7b: 4-(6-(formyl)-1,3-benzothiazol-2-yl)-N-methylaniline 
 
 
Boc derivative compound 7a (0.185 g, 0.5 mmol), was dissolved in 10 mL of CH2Cl2. The solution 
was placed in an ice-bath at 0 °C and 10 mL of CF3COOH was added dropwise. The reaction is 
stirred for 2 hours. The mixture is basified with NaOH solution, a precipitate is formed and 
collected by filtration. The crude product was then purified by Flash Chromatography with a 
mixture of cyclohexane/ethyl acetate to obtain a yellow product (0.114 g, 85%). 
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1
H NMR (400 MHz, DMSO-d
6
) δ 10.05 (s, 1H, H8), 8.62 (dd, J = 1.7, 0.6 Hz, 1H, H6), 8.03 (d, J = 8.3 Hz, 
1H, H3), 7.96 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz, 1H, H4), 7.91 – 7.85 (m, 2H, H10-H14), 6.71 – 6.60 (m, 3H, H11-H13-
H15), 2.77 (d, J = 5.0 Hz, 3H, H16). 
13
C NMR (101 MHz, DMSO-d
6
) δ 191.91 (Cq, C8), 172.76 (Cq, C1), 157.99 (Cq), 153.22 (Cq), 134.35 
(Cq), 132.23 (Cq), 129.28 (CH), 127.03 (CH), 124.87 (CH), 121.95 (CH), 119.40 (Cq), 111.56 (CH), 29.25 
(CH3, C16). 
 
HR-MS (ESI-TOF): [M+H]+ Calcd for C15H13N2OS 269.0749. Found 269.0754. 
 
IR νmax/cm-1 : 3395-3364 (NH stretch), 2993-2821 (CHO out of bend), 1675 (C=O aldehyde), 
1605-1550, 1472-1331 (CH ring stretch), 1180 (C-N ring stretch). 
Synthesis of 8a tert-butyl methyl(4-(6-[(methylamino)methyl]-1,3-benzothiazol-2-
yl)phenyl)carbamate. 
 
 
tert-butyl methyl(4-(6-[(formyl)methyl]-1,3-benzothiazol-2-yl)phenyl)carbamate (0.110 g, 0.298 
mmol) and methylamine (0.8 mL, 2M, 1.49 mmol) were dissolved in distilled MeOH under inert 
atmosphere and stirred for 1 hour. NaBH4 (0.068 g, 1.79 mmol) was then added to the mixture, the 
reaction was deemed complete after 0.5 hours. The crude product was then solubilized in a 1M 
solution of NaOH (10 mL) and extracted with dichloromethane (2x10 mL). The organic phase was 
washed with brine, then dried over MgSO4, and finally filtered with celite. The solvent was 
removed under vaccum to obtain a taupe color solid (0.041 g, 34%). 
Alternative protocol: tert-butyl methyl(4-(6-[(formyl)methyl]-1,3-benzothiazol-2-
yl)phenyl)carbamate (0.440 g, 1.19 mmol) was dissolved, with heating, in 10 mL of 
trifluoroethanol (TFE). The reaction mixture was warmed in a water bath at 40 °C and methylamine 
(1.2 mL, 2M, 2.38 mmol) was added dropwise. After 0.5h NaBH4 (0.136 g, 3.57 mmol) is added 
and the reaction mixture stirred for 2 hours. When the reaction is complete the reaction mixture is 
filtered to remove solids washing with TFE. The filtrate is concentrated to obtain a brown powder 
(0.282 g, 62%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.08 – 8.02 (m, 2H, H12-H16), 8.00 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H3), 7.87 
(s, 1H, H6), 7.43 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz, 1H, H4), 7.41 – 7.34 (m, 2H, H13-H15), 3.89 (s, 2H, H8), 
3.32 (s, 3H, H17), 2.50 (s, 3H, H10), 1.48 (s, 9H, H20-H21-H22). 
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13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 167.33 (Cq), 154.46 (Cq), 153.51 (Cq), 146.30 (Cq), 137.77 (Cq), 
135.40 (Cq), 130.37 (Cq), 127.82 (CH), 127.02 (CH), 125.43 (CH), 122.99 (CH), 121.00 (CH), 
81.09 (Cq), 56.08 (CH2), 37.15 (CH3), 36.21 (CH3), 28.48 (CH3). 
MS-ESI positive (m/z): 384.40 [M+H]+, 353.40 [M–CH4N]+, 328.40 [M+H-C4H9]+, 284.30 
[M+2H-C5H10O2]+, 253.40 [M+3H-C9H19O2]. 
HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C21H25N3O2S 384.1746 Found 384.1740 
IR νmax/cm-1: 2975 (CH stretch), 1698-1605 (C=O stretch), 1571, 1523, 1485-1453-1435-1348 
(CH bending), 1315, 1280, 1252, 1151, 1107. 
 
Synthesis of 8b: N-methyl-4-(6-((methylamino)methyl)benzothiazol-2-yl)aniline 
 
 
tert-butyl methyl(4-{6-[(methylamino)methyl]-1,3-benzothiazol-2-yl}phenyl)carbamate (0.03 g, 
7.82 x 10-5 mole) was added in 5 mL of CH2Cl2 and left under stirred agitation to complete 
dissolution. Then, the mixture is left at 0 °C in cold bath in the aim of adding TFA (5 mL) dropwise 
during half an hour. Then the mixture is left under stirred agitation for 2 hours. At the end, CH2Cl2 
was removed under vacuo and the mixture is poured in ice and basified with aqueous NaOH to 
reach pH 12. At this pH, a precipitate is formed in the solution. The solution is then extracted 3 x 
40 mL of ethyl acetate. The organic phase is washed by brine and dried over with MgSO4 and 
filtrated. The organic phase was then removed under vacuo.  
Salt formation: The crude solid (32 mg) was dissolved in MeOH (500 µL),  followed by 10 µL of 
aqueous HCl (titrated 11.37 M). The solution becomes yellow and some precipitate is formed. The 
whole mixture is centrifuged at 14.000 rpm for 5 minutes. The supernatant is recovered and 10 µL 
of HCl is added again and the process is repeated until no more precipitate can be formed by adding 
HCl. 
Alternative salt formation: The crude product is dissolved in Et2O and followed by 2 equivalents 
of HCl (4M in dioxane) to produce the precipitate. After decantation, the supernatant is removed 
and the precipitate is washed with Et2O. This cycle is repeated 5 times to obtain a yellow powder. 
1H NMR (400 MHz, D2O) δ 7.92 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H6), 7.86 – 7.77 (m, 3H, H3-H12-H17), 7.46 
(dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H, H4), 7.13 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H3), 4.19 (s, 2H, H8), 2.90 (s, 3H, H16), 
2.66 (s, 3H, H10). 
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13C NMR (75 MHz, D2O) δ 170.79 (Cq, C1), 151.82 (Cq, C2), 145.33 (Cq, C15), 134.15 (Cq, C5), 
129.39 (CH, C12-C17), 128.48 (CH, C4), 128.05 (Cq, C7), 126.72 (Cq, C11), 123.85 (CH, C6), 
121.63 (CH, C3), 118.40 (CH, C13-C16), 51.98 (CH2, C8), 33.38 (CH3, C18), 32.03 (CH3, C10). 
IR (cm -1) : 3376 (NH stretch), 2923 (CH stretch), 2800-2319 (NH ammonium), 1485-1435 (CH 
bending), 1407.  
EA: Anal. Calcd for C16H17N3S.2HCl: C, 53.94; H, 5.38; N, 11.79. Found C, 54.09; H, 5.22; N, 11.66 
Caractérisation des dérivés autour de la synthèse de 
l’azoture et 1,2,3 triazole. 
Synthesis of 17a: (2-(4-((tert-butoxycarbonyl)(methyl)amino)phenyl)benzo[d]thiazol-6-
yl)methyl 4-methylbenzenesulfonate 
 
 
Compound 6a (0.1 g, 0.27 mmol), K2CO3 (0.115 g, 0.82 mmol) and tosyl chloride (0.08 g, 0.41 
mmol) with 5 drops of CH2Cl2 were mixed in a mortar and were ground together for 20 minutes. 
Small volumes of CH2Cl2 were added during the process to produce a grindable paste. After 20 
minutes, an excess of KOH and a few drops of tert-butanol were added and ground for 2-5 minutes 
to neutralize remaining tosyl chloride. The remaining solid is washed with diethyl ether and the 
filtrate is recovered. The solvent was then removed under vacuo to recover a white powder (0,094 
g, 66 %) 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.07 – 8.02 (m, 2H, H10), 7.99 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H3), 7.83 – 7.77 (m, 3H), 
7.41 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 3H), 7.35 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H, H4), 7.31 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 5.20 (s, 2H), 3.33 
(s, 3H, H20), 2.42 (s, 3H, H13), 1.49 (s, 9H, H23-H24-H25). 
 
MS (ESI-TOF) [M+H]+: Calcd for C27H29N2O5S2 524.65. Found: 525.33. 
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Synthesis of 18a: tert-butyl (4-(6-(azidomethyl)-1,3-benzothiazol-2-
yl)phenyl)(methyl)carbamate 
 
 
Alcohol derivative 6a (0.200 g , 0.54 mmol ) is dissolved in 1 mL of THF with DBU (0.139 mL, 
1.2 eq). Diphenylphosphoryl azide DPPA (0.096 mL, 1.2 eq) was then added and the formation of 
product is checked by TLC (8 Cyclohexane/ 2 Ethyl Acetate) with Vanillin as TLC stain. When 
the alcohol is consumed, the crude is directly purified by Flash Chromatography to obtain the 
desired product (0.186 g, 87%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.15 – 7.95 (m, 3H, H3, H10, H14), 7.87 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H6), 
7.47 – 7.42 (dd, J = 8.46 Hz; J = 1.5 Hz, 1H, H4 ), 7.40 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H11, H13), 4.49 (s, 2H, 
H8), 3.33 (s, 3H, H15), 1.49 (s, 9H, H18, H19, H20). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 168.32 (Cq), 154.39 (Cq), 154.17 (Cq), 146.53 (Cq), 135.62 (Cq), 
132.71 (Cq), 130.00 (Cq), 127.90 (CH), 126.80 (CH), 125.39 (CH), 123.48 (CH), 121.31 (CH), 
81.14 (Cq), 54.86 (CH2), 37.11 (CH3), 28.46 (CH3). 
HR-MS (ESI-TOF) : m/z: [M+H]+ Calcd for C20H21N5O2S 396.1494 ; Found 396.1486. 
IR (cm-1): 2981 (CH stretch), 2109-2065 (asymmetric stretch N3), 1694 (C=O stretch), 1602-1339 
(stretch C=C aromatic ring) , 1266-1231 (symmetric stretch N3) , 1150 (stretch N-C-O). 
 
Synthesis of 18b: 4-(6-(azidomethyl)-1,3-benzothiazol-2-yl)-N-methylaniline 
 
 
18b (0.05 g; 0.126 mmol) is dissolved in CH2Cl2 (0.5 mL) and cooled in an ice bath at 0°C, 
CF3COOH (0.5 mL) is the added dropwise and the reaction is stirred for 2 hours. At the end of the 
reaction, the mixture is neutralized with a solution of NH4OH (aq) and then extracted with CH2Cl2. 
The organic phase is dried over Na2SO4, filtered and evaporated. The solid is then purified by Flash 
Chromatography to obtain a yellow powder (0.046 g; 80%) 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.95 (m, 3H, H3-H10-H14), 7.80 (s, 1H, H6), 7.38 (dd, J = 8.3, 1.1 
Hz, 1H, H4), 6.65 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H11-H13), 4.46 (s, 2H, H8), 2.92 (s, 3H, H15). 
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13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 169.71 (Cq), 151.86 (Cq), 135.12 (Cq), 131.73 (Cq), 130.00 (Cq), 129.33 
(CH), 126.54 (CH), 122.63 (CH), 122.43 (CH), 121.19 (CH), 112.19 (CH), 54.98 (CH2), 30.47 (CH3). 
HR-MS (ESI-TOF) : m/z: [M+H]+ Calcd for C15H13N5S 296.0970 ; Found 296.0970. 
IR (cm-1) : 3299 (N-H stretch), 3038 (C-H ring stretch) , 2904 (CH3 stretch), 2094 (N=N=N, stretch), 1602-
1480-1414 (C=C ring stretch), 1334-1170 (C-N ring stretch). 
 
Synthesis of 19a: tert-butyl (4-(6-(aminomethyl)benzothiazol-2-
yl)phenyl)(methyl)carbamate 
 
 
The azide derivative 18a (0.05 g ; 0.126 mmol) and Pd/C (0.005 g) were added in a 20 mL round 
bottom flask followed by EtOH (1 mL). The system is then purged with Argon, followed by a H2 
purge, the reaction mixture is then left under a H2 balloon. The reaction mixture was stirred for 5h 
after which, the mixture was then filtrated and washed with EtOH, and the solvent was removed 
under vacuo. The product was then purified by Flash Chromatography to obtain a grey product 
(0.03 g, 64 %). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.02 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H11-H15), 7.99 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H3), 
7.86 (s, 1H, H6), 7.43 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H4), 7.37 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H12-H14), 4.01 (s, 2H, H8), 
3.32 (s, 3H, H16), 2.20 (s (broad), 2H, H9), 1.48 (s, 9H; H19-H20-H21). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 167.47 (Cq), 154.44 (Cq), 153.50 (Cq), 146.34 (Cq), 135.53 (Cq), 
130.28 (Cq), 127.82 (CH), 126.27 (CH), 125.41 (CH), 123.19 (CH), 120.20 (CH), 81.10 (Cq), 
46.17 (CH2), 37.15 (CH3), 28.48 (CH3). 
 
HR-MS (ESI-TOF) [M+H]+: Calcd for C20H23N3O2S: 370.1589. Found 370.1593. 
IR (cm-1): 3357 (broad), 2975-2927 (CH stretch), 1697 (C=O stretch), 1605, 1485-1417 (C=C ring), 1345, 
1149 (C-O), 1106 (C-N). 
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Synthesis of 19b: 4-(6-(aminomethyl)benzo[d]thiazol-2-yl)-N-methylaniline 
 
 
Boc protected compound 19c (0.05g , 0.0426 mmol) was dissolved in CH2Cl2 (1 mL). CF3COOH 
(1 mL) was then added dropwise at 0 °C and the reaction was left for 2 hours. At the end, the 
reaction was basified with solution of NH4OH and the product was purified by Flash 
Chromatography to obtain a yellow product (0.023 g, 80 %). 
1H NMR (400 MHz, CD3CN) δ 7.92 – 7.89 (m, 1H), 7.89 – 7.86 (m, 2H), 7.84 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 
7.41 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.68 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.68 (s, 2H), 2.83 (s, 3H) 
HR-MS (ESI-TOF) : Calcd for C15H15N3S : 270.1065. Found: 270.1067 
 
 
Synthesis of 19c: tert-butyl (4-(6-(((tert-butoxycarbonyl)amino)methyl)benzothiazol-2-
yl)phenyl)(methyl)carbamate 
 
 
 
Azide compound 18a (0.2 g; 0.51 mmol) and PPh3 (0.561 mmol) were dissolved in dry THF and 
the reaction was followed by TLC with a mixture of Cyclohexane/ethyl acetate (8/2). When 
complete conversion of the azide was confirmed water was added and the reaction stirred for 10 
minuts. Boc2O (0.223 g; 1.02 mmol) and K2CO3 (0.140 g; 1.02 mmol) were then added and the 
reaction followed by TLC with a mixture of cyclohexane/ethyl acetate (6/4) until complete 
conversion of amine. The raw product is then purified by Flash Chromatography to obtain a white 
product (0.12 g, 50 %). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.04 – 7.99 (m, 2H, H15-H19), 7.97 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H3), 7.81 
– 7.74 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H6), 7.37 (m, 3H, H4-H16-H18), 5.08 (s, 1H, H9), 4.41 (s, 2H, H8), 3.30 
(s, 3H, H20), 1.47 (s, 9H, CH3 Boc), 1.46 (s, 9H, CH3 Boc). 
Partie expérimentale des chapitres II et III 
 
 
 
204 
 
 
HR-MS (CI-TOF) [M+H]+: Calcd for C25H32N3O4S : 470.2114. Found 470.2096. 
 
IR (cm-1): 3348, 2976, 2929, 1688, 1606, 1522-1471, 1364-1349, 1150, 1107.  
 
 
 
 
Synthesis of 20a: tert-butyl methyl[4-(6-{[4-(pyridin-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]methyl}-
1,3-benzothiazol-2-yl)phenyl]carbamate 
 
 
 
Azide derivative 18a (0.05 g, 0.126 mmol) and ethylnylpyridine (0.015 g, 0.138 mmol) were dissolved in 
iPrOH (1 mL). CuSO4 pentahydrate (0.002 g, 0.063 mmol) and sodium ascorbate (0.012 g, 0.63 mmol) were 
dissolved in distilled water (1mL). Add dropwise the aqueous solution into the iPrOH mixture and the 
reaction is stirred for 6 hours, followed by TLC with a mixture of Cyclohexane/Ethyl Acetate (8/2). At the 
end of the reaction, the mixture is washed with an aqueous solution of EDTA (2%) and then extracted with 
ethyl acetate (3x10 mL). The organic phase is washed with brine, then dried over Na2SO4 and filtered. The 
solvent was then removed under vacuo to obtain a white-brown product (0.04 g, 64%). 
Protocol for producing crystal (compound alone): 10 mg of product was dissolved, with heating, in 
acetonitrile (2 mL). The hot solution was filtered through a 0.2 µm PTFE filter into a  test- tube, the test-
tube is capped and placed in a water bath at 90 °C after which it was cooled down to room temperature to 
produce brown crystals. 
Protocol for producing crystal (complex with Cu(II)Cl2): 15 mg of product was dissolved in acetonitrile 
(1 mL). CuCl2 (1.1 eq.) was dissolved in a mixture of ACN/H2O (6/3). The solutions were mixed and heated 
at 80°C, additional acetonitrile was added to dissolve all solids (total volume ~10 mL). The mixture was 
cooled to room temperature to precipitate the crude complex. The supernatant was removed and the 
precipitate was dissolved in a minimum volume of acetonitrile, then heated until complete dissolution before 
being filtered through a 0.2 µm PTFE filter into a 2 mL vial. The 2 mL vial was placed in a larger chamber 
to grow crystals by slow evaporation overnight to producing pale green crystals. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.54 (d, J = 4.1 Hz, 1H, H15), 8.24 (d, J = 4.1 Hz, 1H, H12), 8.22 
(s, 1H), 8.07 – 7.99 (m, 4H, H), 7.86 (s, 1H, H6), 7.82 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H13), 7.46 (dd, J = 8.4, 
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1.8 Hz, 1H, H4), 7.24 (d, J = 9.4 Hz, 1H, H14), 5.73 (s, 2H, H8), 3.32 (s, 3H, H22), 1.48 (s, 9H, 
H25-H26-H27). 
13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) δ 168.85 (Cq, C1), 154.55 (Cq, C2), 154.39 (Cq, C23), 149.81 
(Cq, C11), 148.80 (CH, C15), 148.25 (Cq, C10), 146.67 (Cq, C19), 137.79 (CH, C13), 135.97 (Cq, 
C7), 131.48 (Cq, C5), 129.89 (Cq, C16), 127.98 (CH, C17,C21), 126.73 (CH, C4), 125.40 (CH, 
C18, C20), 123.83 (CH, C3), 123.21 (CH, C14), 122.60 (CH, C12), 121.65 (CH, C6), 120.70 (CH, 
C9), 81.18 (Cq, C24), 54.42 (CH2, C8), 37.12 (CH3, C22), 28.47 (CH3, C25-C27). 
 
HR-MS (ESI-TOF) [M+H]+ : Calcd for C27H27N6O2S : 499,1916. Found : 499.1912. 
IR (cm-1): 3128, 3000-2967 (CH stretch), 1684 (C=O), 1605, 1487-1421 (C=C ring), 1150 (C-O), 1106 
(C-N). 
 
 
Synthèse du 21b : 4-(6-(Ferrocene-1H-1,2,3-triazol-1-yl]methyl)-1,3-benzothiazol-2-yl)N-
methylaniline 
 
 
Azide derivative 18a (0.027 g, 0.0914 mmol) and ethynyl-ferrocene (0.021 g, 0.11 mmol) are dissolved in 
THF (1 mL). CuSO4 (0.0011 g, 0.0045 mmol) and sodium ascorbate (0.009 g, 0.045 mmol) are dissolved 
in water (1 mL), with sonication. The aqueous solution is dropwise added to the reaction mixture and left 
stirring overnight. The formation of the product can be followed by TLC (cyclohexane/Ethyl acetate; 8/2). 
After complete conversion, the reaction mixture is extracted with ethyl acetate 3 times. The organic phases 
were washed with brine and then dried over Na2SO4. The mixture was then filtered and the solvent was 
removed under vaccum to obtain a brown powder (0.03 g, 65 %) 
1H NMR (400 MHz, Acetone-d6) δ 8.05 (s, 1H, H9), 7.96 (dd, J = 1.8, 0.7 Hz, 1H, H6), 7.92 – 7.86 (m, 
3H, H3-H12-H16), 7.47 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H, H4), 6.75 – 6.68 (m, 2H, H13-H15), 5.75 (s, 2H, H8), 
4.72 (t, J = 1.9 Hz, 2H, H20-H23), 4.26 (t, J = 1.9 Hz, 2H, H21-H22), 4.01 (s, 5H, H24), 2.88 (d, J = 5.1 
Hz, 3H, H17). 
13C NMR (101 MHz, Acetone-d6) δ 170.03 (Cq, C1), 155.35 (Cq, C2), 153.73 (Cq, C14), 147.30 (Cq, C10), 
135.70 (Cq, C7), 133.47 (Cq, C5), 129.76 (C12-C16), 127.04 (CH, C4), 123.09 (CH, C3), 122.01 (Cq, C11), 
121.97 (CH, C6), 120.70 (CH, C9), 112.52 (CH, C13-C15), 77.32 (Cq, C19), 70.16 (CH, C24), 69.10 (CH, 
C21-C22), 67.34 (CH, C20-C23), 54.04 (CH2, C8), 29.84 (CH3, C17) 
HR-MS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C27H23FeN5S 505.1024 Found 505.1039 
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IR (cm-1): 3299 (NH stretch), 3081 (CH ring stretch), 2922 (CH stretch), 1607-1482(C=C stretch), 
1413 (ring deformation), 1181 (C-N ring stretch), 1106 (CH deformation), 817 (CH out-of-
bend),484 (ring tilt), 476 (Fe-ring stretch). 
Caractérisation des dérivés de la diazirine: composés X1 à 
5’et des composés 9a/b. 
This part will present all procedures to obtain compound 5’. The procedures to obtain all products 
up to 5’ below are based on Jean-Luc Beunard’s thesis.[1] 1H NMR spectra of compounds are 
presented here, and are similar to literature.[1, 2] 
 
Synthesis of X2: methyl 4-(trifluoroacetyl)benzoate 
 
 
At 0 °C, acetyl chloride (8.4 mL, 118 mmol) was dropwise added into methanol, and stirred at 0°C 
for 15 min. 4-(Trifluoroacetyl)benzoic acid X1 (1 g, 4.6 mmol) was then added and the mixture 
stirred overnight. Methanol was removed under reduced pressure and the crude dissolved in CH2Cl2 
then the organic phase is washed with 1M HCl and dried over MgSO4. The mixture is filtrated and 
the solvent was removed under reduced pressure to obtain a white solid (0.98 g ; 91 %) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.20 (d, J=8.3 Hz, 2H, H4), 8.13 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H5), 3.98 (s, 
3H, H8). 
 
Synthesis of X3: methyl 4-[2,2,2-trifluoro-N-hydroxyethanimidoyl]benzoate 
 
Methyl 4-(trifluoroacetyl)benzoate X2 (0.980 g, 4.2 mmol) and hydroxylamine (0.882 g, 12.6 
mmol) were dissolved in pyridine (30 mL). The mixture was stirred at reflux overnight. The 
mixture was then treated with concentrated HCl to pH 1. The mixture was extracted with 
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dichloromethane. The organic phase was washed with brine, dried over MgSO4 to obtain a 
colourless oil (1.14 g, 83%). 
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.96 (s (broad), 1H, H9), 8.14 (d, J = 8.3, 2H, H4), 7.58 (d, J = 8.0 
Hz, 2H, H5), 3.98 (s, 3H, H8). 
Synthesis of X4: methyl 4-(2,2,2-trifluoro-N-[(4-methylbenzene-1-
sulfonyl)oxy]ethanimidoyl)benzoate 
 
Methyl 4-[2,2,2-trifluoro-N-hydroxyethanimidoyl]benzoate X3 (0.570 g, 2,3 mmol), DMAP 
(0.200 g, 16.1 mmol), and the triethylamine (0.354 mL, d = 0.729, 2.53 mmol) were dissolved in 
dichloromethane. The mixture was cooled in an ice bath at 0°C and 4-Toluenesulfonyl chloride 
(0.490 g, 2.53 mmol) was added. The mixture was stirred at 0°C for the first 30 minutes and then 
30 min at RT. The mixture was then treated with water and extracted with CH2Cl2. The product 
was purified with silica column to obtain a yellow paste (0.690 g, 90%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.18 – 8.11 (m, 2H, H4), 7.92 – 7.83 (m, 2H, H5), 7.45 (d, J = 8.0 
Hz, 2H, H10), 7.39 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H11), 3.95 (s, 3H, H8), 2.48 (s, 3H, H12). 
 
Synthesis of 5’: 4-[3-(trifluoromethyl)-3H-diaziridin-3-yl]benzoate. 
 
 
 
Methyl 4-((1Z)-2,2,2-trifluoro-N-[(4-methylbenzene-1-sulfonyl)oxy]ethanimidoyl)benzoate X4 
(0.690 g, 1.7 mmol ) was dissolved in CH2Cl2 (12 mL) and the mixture was cooled to -50°C. 
Ammonia gas was condensed on a cold finger to obtain ~ 20 mL which was then added to the 
reaction mixture which was stirred for 3 hours at -50°C. After the reaction was complete excess 
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ammonia was released by opening the flask. The solvent was then removed under reduced pressure 
and the product was purified by flash chromatography to obtain a white solid (0.412 g, 97%). 
1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) δ 8.10 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H4), 7.71 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H5), 
3.94 (s, 3H, H8). 2.86 (d, J = 8.9 Hz, 1H, NH), 2.26 (d, J = 8.9 Hz, 1H, NH). 
 
 
Synthesis of 6’: methyl 4-[3-(trifluoromethyl)-3H-diaziren-3-yl]benzoate. 
 
 
Methyl 4-[3-(trifluoromethyl)-3H-diaziridin-3-yl]benzoate 5’ (0.518 g, 2.1 mmol) and 
trimethylamine (1.67 mL, d=0.726, 12.6 mmol) were dissolved in MeOH (50 mL). The mixture 
was placed in an ice bath at 0°C and iodine (0.609 g, 2.52 mmol) was added portionwise to the 
solution at 0°C. After the addition, the mixture was allowed to warm to RT during 20 to 30 min 
protected from light. After the reaction was complete, the mixture was washed with aqueous 
solution of sodium thiosulfate (5%, 40 mL). The solution was extracted with DCM (2x50 mL). The 
organic phase was washed with brine, dried over with MgSO4, filtered, and the solvent was 
removed under vaccum to obtain a white powder (0.379 g, 78%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.14 – 7.86 (m, 2H, H4), 7.27 – 7.07 (m, 2H, H5), 3.90 (s, 3H, H8). 
 
 
Synthesis of 7’: 4-[3-(trifluoromethyl)-3H-diaziren-3-yl]benzoic acid. 
 
 
The following protocol must be done under protection from light. Methyl 4-[3-
(trifluoromethyl)-3H-diaziren-3-yl]benzoate 6’ (0.379 g, 1.6 mmol) was dissolved in methanol (20 
mL) and the solution was poured in an 1M aqueous solution of NaOH (20 mL). The mixture was 
stirred for 5 hours at RT. The mixture was then extracted with dichloromethane (2x20 mL). The 
aqueous phase was then acidified with an 1M-aqueous solution of HCl to reach pH 3. The mixture 
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was then extracted with dichloromethane (2x40 mL). The organic phase was washed with brine 
(the solution turned into red/orange) and dried over with MgSO4, filtered and the solvent was 
removed under reduced pressure to obtain a white solid (0.294 g, 80%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.31 – 7.96 (m, 2H, H4), 7.29 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H5). 
 
 
Synthesis of 8’: 1-((4-[3-(trifluoromethyl)-3H-diaziren-3-yl]benzoyl)oxy)pyrrolidine-2,5-
dione. 
 
  
The following protocol must be done under protection from light. 4-[3-(trifluoromethyl)-3H-
diaziren-3-yl]benzoic acid 7’ (0.268 g, 1.1 mmol) was dissolved in anhydrous THF (50 mL). The 
solution was placed in an ice bath at 0°C and EDC (0.253 mL, d = 0.877, 1.43 mmol), DMAP 
(0.027 g, 0.22 mmol) and N-hydroxysuccinimide (0.165 g, 1.43 mmol) were sequentially added to 
the solution. The reaction was allowed to warm to room temperature and stirred overnight. THF 
was then removed under reduced pressure and a 40 mL-mixture of DCM/H2O (1:1) was added to 
the crude product. The mixture was then extracted with DCM (1x20 mL). The organic phase was 
washed with brine then dried over with MgSO4, the solvent was finally removed under reduced 
pressure. The product was then purified by Flash Chromatography to obtain a white powder (0.200 
g, 56%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.19 – 8.09 (m, 2H, H4), 7.31 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H5), 2.89 (s, 4H, 
H9).  
19F NMR (282 MHz, CDCl3) δ -64.84. 
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Synthesis of 9a: tert-butyl methyl (4-{6-[(methyl{4-[3-(trifluoromethyl)-3H-diaziren-3-
yl]benzoyl}amino)methyl]-1,3-benzothiazol-2-yl}phenyl)carbamate 
 
 
 
Diazirine derivative 8’ (0.524 g, 1.6 mmol) the BTA derivative 8a (0.630 g, 1.6 mmol) were 
dissolved in anhydrous DCM (25 mL) and the mixture was stirred overnight at RT. The mixture 
was then washed with water and the aqueous and organic phase were separated, the organic phase 
was then washed with a 2M aqueous solution of HCl then with an aqueous saturated solution of 
NaHCO3. The organic phase was dried over MgSO4, filtered and the solvent was removed under 
reduced pressure. The product was purified by column chromatography to obtain a yellow powder 
(0.338 g, 36 %). 
1H and 13C spectra were recorded at 253 K with Bruker Avance 500 equipped with a 5 mm triple 
resonance inverse Z-gradient probe (TBI, 1H, 31P, BB). 
Assignement for NMR s-trans-9a: 
 
1H NMR (500 MHz, Acetonitrile-d3) δ 8.07 – 8.03 (m, 2H, H9), 7.99 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H3), 7.98 
(d, J = 1.7 Hz, 1H, H6), 7.60 – 7.55 (m, 2H, H20), 7.50 (dd, J = 8.2, 1.7 Hz, 1H, H4), 7.44 (d, J = 
8.4 Hz, 2H, H10), 7.31 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H21), 4.81 (s, 2H, H16), 3.26 (s, 3H, H12), 2.83 (s, 3H, 
H17); 1.44 (s, 9H, H15). 
 
13C NMR (126 MHz, Acetonitrile-d3) δ 170.57 (Cq, C18), 168.21 (Cq, C1), 154.56 (Cq, C13), 
154.10 (Cq, C2), 147.21 (Cq, C11), 138.77 (Cq, C19), 135.97 (Cq, C5), 135.67 (Cq, C7), 130.28 
(Cq, C22), 130.26 (Cq, C8), 128.48 (CH, C20), 127.38 (CH, C4), 127.15 (CH, C21), 126.22 (CH, 
C9-C10), 123.60, 123.52 (CH, C3), 121.64 (CH, C6), 120.68, 118.43, 81.12 (Cq, C14), 50.73 
(CH2, C16), 37.37 (CH3, C17), 37.08 (CH3, C12), 29.16 (Cq, C23), 28.08 (CH3, C15). CF3 is not 
assigned. 
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Assignement for NMR s-cis-9a: 
 
1H NMR (500 MHz, Acetonitrile-d3) δ 8.07 – 8.02 (m, 2H, H9), 7.99 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 7.94 (d, 
J = 8.4 Hz, 1H, H3), 7.88 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H6), 7.55 – 7.51 (m, 2H, H20), 7.44 (d, J = 8.4 Hz, 
2H, H10), 7.27 (dd, J = 8.3, 1.7 Hz, 1H, H4), 7.24 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H21), 4.54 (s, 2H, H16), 3.26 
(s, 3H, H12), 2.96 (s, 3H, H17), 1.44 (s, 9H, H15). 
 
13C NMR (126 MHz, Acetonitrile-d3) δ 171.10 (Cq, C18), 168.04 (Cq, C1), 154.15 (Cq, C2), 
147.17 (Cq, C11), 138.88 (Cq, C19), 135.21 (Cq, C7), 130.26 (Cq, C22), 128.07 (CH, C9), 127.99 
(CH, C20), 127.30 (CH, C21), 126.30 (CH, C4), 126.14 (CH, H10) , 123.60 (CH, C3), 123.52, 
121.64, 120.68 (CH, C6), 118.43, 81.12 (Cq, C14), 55.01 (CH2, C16), 37.08 (CH3, C12), 33.20 
(CH3, C17), 28.84 (Cq, C24), (CH3, C15). CF3 was not assigned. 
 
HR-MS-ESI (m/z): m/z: [M + H]+  Calcd for C30H29N5O3F3 596.1943; Found 596.1957. 
 
19F NMR (376 MHz, CDCl3) δ -65.09. 
 
IR: 2985-2923 (C-H strech), 1699 (C=O stretch), 1627 (C=O stretch), 1476-1435 (C=C ring), 
1356, 1150 (C-O), 1108 (C-N). 
Synthesis of 9b: N-methyl-N-({2-[4-(methylamino)phenyl]-1,3-benzothiazol-6-yl}methyl)-
4-[3-(trifluoromethyl)- 3H-diaziren-3-yl]benzamide. 
 
 
Protocol: The diazirine-BTA-Boc 9a (0.118 g, 0.198 mmol) was dissolved in a mixture of 
DCM/TFA (1:1) (40 mL) at 0°C and the solution was vigorously stirred for 2 hours at 0°C. The 
mixture was then neutralized with solid NaOH then with a saturated aqueous NaHCO3 solution to 
reach pH 8. Then the mixture was extracted with DCM (2x20 mL), dried over MgSO4, then filtered 
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and finally the solvent was removed under reduced pressure. The product was purified by flash 
chromatography to recover a yellow solid (0.050 g, 51%). 
Assignement for s-trans-9b 
1H NMR (500 MHz, Acetonitrile-d3) δ 7.91 – 7.85 (m, 4H, H3-H6-H9), 7.59 – 7.55 (m, 2H, H17), 
7.44 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H, H4), 7.30 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H18), 6.65 (dd, J = 8.8, 2.0 Hz, 2H, 
H10), 4.78 (s, 2H, H13), 2.81 (s, 3H, H14), 2.80 (s, 3H, H12). 
 
Assignement for s-cis-9b 
 
1H NMR (500 MHz, Acetonitrile-d3) δ 7.91 – 7.85 (m, 2H, H9), 7.78 (s, 1H, H6), 7.55 – 7.51 (m, 
2H, H17), 7.23 (d, J = 8.4 Hz, H3, H18), 7.21, dd, J = 8.4, 1.7 Hz, H4), 6.65 (dd, J = 8.8, 2.0 Hz, 
2H, H10), 4.51 (s, 2H, H13), 2.95 (s, 3H, H14), 2.80 (s, 3H). 
 
13C NMR (126 MHz, Acetonitrile-d3) δ 170.89 (Cq), 170.37 (Cq), 153.10 (Cq), 138.72 (Cq), 
138.61 (Cq), 134.51 (Cq), 133.98 (Cq), 130.09 (Cq), 130.06 (CH), 129.45 (CH), 128.29 (CH), 
127.82 (CH), 127.11 (CH), 126.97 (CH), 125.84 (CH), 122.29 (CH), 122.15 (CH), 121.32 (CH), 
120.32 (CH), 112.18 (CH), 54.82 (CH2), 50.52 (CH2), 37.14 (CH3), 32.97 (CH3), 29.72 (CH3) 
 
19F NMR (282 MHz, CDCl3) δ -65.10. 
 
HRMS-ESI (m/z) : [M+H]+ Calcd for C25H21N5OF3S 496.1419. Found 496.1420.  
IR: 3340 (N-H strech), 2925-2853 (C-H stretch), 1603 (C=O stretch), 1485-1455 (C=C ring), 1398, 
1178 (C-N), 1150 (C-N). 
 
Caractérisation des composés autour de la synthèse des 
dérivés du TEMPO 
Synthesis of 10a : tert-butyl methyl(4-(6-(((2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-
yl)imino)methyl)benzo[d]thiazol-2-yl)phenyl)carbamate 
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In 50-mL flask aldehyde 7a (0.100g, 0.27 mmol) and 4-amino-TMP (0.085 g, 0.54 mmol) were 
dissolved in distilled MeOH under inert atmosphere. The reaction mixture is heated to 80 °C and 
the mixture is stirred for ~1 hour to form the imine. The mixture is then cooled down and NaBH3CN 
(0.034 g, 0.54 mmol) is added under inert atmosphere and the mixture stirred for 3 days. The 
mixture is neutralized with an aqueous saturated NH4Cl solution (carefully cause of the risk of 
producing HCN). Then the organic phase was extracted with of CH2Cl2 (2x250 mL). Organic 
phases are washed with brine, and dried over MgSO4. The mixture is filtered and the solvent is 
removed under reduced pressure to obtain a slightly brown powder (0.112 g, 83%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.50 (s, 1H, H8), 8.31 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H6), 8.09 – 8.03 (m, 3H, 
H3, H16-H20), 7.83 (dd, J = 8.5, 1.6 Hz, 1H, H4), 7.43 – 7.37 (m, 2H, H17-H19), 3.84 – 3.66 (tt, 
J = 11.4 Hz, J = 4.5 Hz, 1H, H9), 3.33 (s, 3H, H21), 1.75 (dd, J = 13.0, 4.0 Hz, 2H, H10ax), 1.49 
(s, 9H, H24-H25-H26), 1.37 – 1.27 (m, 14H, H12-H13, H10eq). 
 
 
Synthesis of 11a: tert-butyl methyl(4-(6-(((2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-
yl)amino)methyl)benzothiazol-2-yl)phenyl)carbamate 
 
 
 
Compound 10a (0.100 g, 0.197 mmol) and NaBH4 (0.022 g, 0.591 mmol) are dissolved in MeOH 
and stirred for 1h. The mixture is extracted 2 times with CH2Cl2, the organic phase is dried over 
MgSO4. The solution is filtered and the solvent was removed under reduced pressure to obtain a 
beige product (0.085 g, 85%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.07 – 8.01 (m, 2H, H21-H25), 7.99 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H3), 7.89 
(d, J = 1.1 Hz, 1H, H6), 7.44 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz, 1H, H4), 7.41 – 7.34 (m, 2H, H22-H24), 3.98 (s, 
2H, H8), 3.32 (s, 3H, H26), 3.03 (tt, J = 11.5, 3.7 Hz, 1H, H10
 
ax), 1.94 (dd, J = 12.9, 3.5 Hz, 2H, 
H11-H12 equatorial), 1.48 (s, 9H, H29-H30-H31), 1.23 (s, 12H, H15-H16-H17-H18), 1.04 (t 
(broad), J = 12.5 Hz, 2H, H11-H12 axial). 
 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 167.33 (Cq), 154.42 (Cq), 153.46 (Cq), 146.29 (Cq), 138.15 (Cq), 
135.43 (Cq), 130.31 (Cq), 127.78 (CH), 126.94 (CH), 125.39 (CH), 123.00 (CH), 120.91 (CH), 
81.06 (Cq), 50.80 (CH2), 49.42 (CH), 45.84 (CH2), 37.12 (CH3), 34.56 (CH3), 28.46 (CH3). 
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HR-MS (ESI-TOF) (m/z): [M+H]+ Calcd for C29H41N4O2S 509.2950. Found 509.2933. 
 
IR (cm-1): 3300 (N-H stretch), 2970-2925 (C-H stretch), 1688 (C=O stretch), 1608-1575-1485-
1455 (C=C ring), 1365-1350, 1282, 1149-1105 (C-O ester stretch), 975. 
 
 
Synthesis of 12b : 4-(6-((2,2,6,6-tétraméthylpipéridin-1-yl)oxylaminomethyl)benzothiazol-
2-yl)-N-methylaniline 
 
 
 
Aldehyde compound 7b (0.055 g; 0.205 mmol) was dissolved in CF3CH2OH (1 mL) and stirred 
until complete dissolution (~5 minutes). 4-amino-TEMPO (0.039 g; 2.26 mmol) was added and the 
reaction is stirred for ~1h. NaBH4 (0.009 g; 2.46 mmol) is then added and reaction progress was 
followed by TLC. After conversion of the starting material, the crude product was purified by flash 
chromatography to obtain a red powder (0.009 g, 10%). 
1H NMR was recorded for the free radical derivative, missing signals are a result of the 
paramagnetic effect. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.06 – 7.81 (m, 4H, H), 7.44 (d, J = 9.6 Hz, 1H, H3), 6.67 (d, J = 
8.1 Hz, 2H), 4.86 (s, 1H), 4.11 (s, 2H), 3.77 – 3.71 (m, 1H), 3.61 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 2.94 (s, 3H), 
2.31 – 1.10 (m, 12H). 
HR-MS (ESI-TOF) (m/z): [M+H]+ Calcd for C24H32N4OS• 424.2297. Found 424.2294. 
 
Synthesis of 13a: 2-(4-((tert-butoxycarbonyl)(methyl)amino)phenyl)benzo[d]thiazole-6-
carboxylic acid 
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Ester compound 5a (0.512 g, 1.2 mmol) is dissolved, with heating, in a mixture of CH3CN/MeOH. 
A large excess of KOH (over 12 mmol) is then added and the reaction mixture is stirred overnight. 
When the reaction is complete, HCl is added to induce the formation of a precipitate, which is 
quickly filtered to prevent deprotection of the carbamate. The precipitate is then washed with water 
and azeotropically dried with CH3CN to obtain a slightly yellow powder (0.482 g, 99%). 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8.71 (s, 1H, H6), 8.08 (d, J = 8.7 Hz, 4H, H3-H4-H10-H14), 
7.54 – 7.50 (m, 2H, H11-H13), 3.26 (s, 3H, H15), 1.44 (s, 9H, H18-H19-H20). 
13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 169.58 (Cq), 155.85 (Cq), 153.34 (Cq), 146.40 (Cq), 128.88 
(Cq), 127.57 (CH), 125.34 (CH), 122.26 (CH), 80.38 (Cq), 36.59(CH3), 27.90 (CH3). 
HR-MS (ESI-TOF): Calcd for C20H21N2O4S 385.1222. Found 385.1218. 
IR (cm-1): 2979 (CH stretch), 1700-1695 (C=O stretch), 1608-1599 (C=C stretch), 1486-1417, 
1151-1106 (C-N ring stretch).  
Synthesis of 13b: 2-(4-(methylamino)phenyl)benzothiazole-6-carboxylic acid 
 
 
 
Compound 13a (0.08 g, 0.208 mmol) was dissolved in CH2Cl2 (0.5 mL). The flask was placed at 
0°C and CF3COOH was then added dropwise to the solution and the mixture was stirred for 2 hours 
at 0 °C. The mixture is then basified with NH4OH and then neutralized with NH4Cl. The solution 
is then extracted with CH2Cl2, dried over MgSO4, filtered and the solvent was removed under 
reduced pressure. The crude product was then purified by Flash Chromatography with 
Cyclohexane/Ethyl Acetate. 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8.62 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H6), 8.00 (dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 1H, H4), 
7.94 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H3), 7.89 – 7.82 (m, 2H, H11-H15), 6.70 – 6.63 (m, 2H, H12-H14), 6.60 
(q, J = 4.9 Hz, 1H, H16), 2.77 (d, J = 4.9 Hz, 3H, H17). 
 
13C NMR (101 MHz, DMSO-d6) δ 171.57 (Cq), 167.03 (Cq), 156.83 (Cq), 152.98 (Cq), 133.79 
(Cq), 129.05 (CH), 127.34 (CH), 126.52 (Cq), 123.76 (CH), 121.27 (CH), 119.54 (Cq), 111.51 
(CH), 29.25 (CH3). 
 
HRMS (ESI-TOF) m/z: [M+H]+ Calcd for C15H13N2O2S 285.0698 Found 285.0697. 
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IR (cm-1): 3308 (N-H stretch), 2918-2850 (C-H stretch), 1678-1604-1593 (C=O stretch), 1472, 
1457-1415 (C=C ring stretch), 1286, 1181 (C-N ring stretch). 
Synthesis of 15a: 2,5-dioxocyclopentyl 2-(4-((tert-
butoxycarbonyl)(methyl)amino)phenyl)benzo[d]thiazole-6-carboxylate  
 
 
Anhydrous THF is cannulated to a round bottom flask containing the acid derivative 13a (0.05 g, 
0.13 mmol). The flask is cooled to 0°C in an ice-bath and then EDC (30 µL, 1.69 mmol), DMAP 
(0.003 g, 0.26 mmol) and finally N-hydrosuccinimide (0.02 g, 1.69 mmol) are added and the 
reaction mixture is allowed to warm to room temperature overnight. THF is evaporated and CH2Cl2 
is added to solubilize the crude product. The organic phase is washed with brine and then NaHCO3. 
Finally the organic phase is dried over Na2SO4, filtrated and the solvent is removed under reduced 
to obtain a yellow powder (0.036 g, 57 %) 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 8.74 (dd, J = 1.7, 0.6 Hz, 1H, H6), 8.24 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H, 
H4), 8.13 (dd, J = 8.6, 0.5 Hz, 1H, H3), 8.12 – 8.06 (m, 2H, H15-H19), 7.46 – 7.40 (m, 2H, H16-
H18), 3.34 (s, 3H, H20), 2.94 (s, 4H, H11-H12), 1.50 (s, 9H, H23-H24-H25). 
 
13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 172.47 (Cq), 169.33 (Cq), 161.69 (Cq), 158.41 (Cq), 154.30 (Cq), 
147.33 (Cq), 135.41 (Cq), 129.37 (Cq), 128.47 (CH), 128.30 (CH), 125.35 (CH), 125.23 (CH), 
123.41 (CH), 121.55 (Cq), 81.34 (Cq), 37.07 (CH3), 28.48 (CH3), 25.86 (CH2). 
 
HR-MS Calcd for C25H24N2O6S : 482.1386 Found : 482.1376 
 
IR : 2975 (C-H stretch), 1765 (C=O stretch), 1735-1728 (C=O stretch), 1701-1697 (C=O stretch), 
1597, 1477, 1345. 
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Synthesis of 14a: tert-butyl methyl(4-(6-((2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-
yl)carbamoyl)benzo[d]thiazol-2-yl)phenyl)carbamate 
 
 
Carboxylic derivative 13a (0.05 g, 0.135 mmol) was firstly azeotropically dried with toluene in a 
Schlenk flask and then dissolved in dry CH2Cl2 (~10mL). TCFH (0.042 g; 0.149 mmol) was 
dissolved in dry CH2Cl2 and cannulated into the reaction mixture, DIPEA (0.051 mL, 0.398 
mmol) is finally added and the reaction was stirred for 9 hours. 4-amino-TMP (0.046 µL, 0.270 
mmol) was then added to the mixture and left stirring overnight. The crude product was purified 
successively by Flash Chromatography and then by preparative TLC to obtain a white powder 
(0.003 g, 4%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.39 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H6), 8.08 – 8.03 (m, 3H, H3; H17-H21), 
7.84 (dd, J = 8.6, 1.8 Hz, 1H, H4), 7.43 – 7.39 (m, 2H, H18-H20), 6.24 (s, 1H, H9), 4.65 – 4.48 
(m, 1H, H10), 3.33 (s, 3H, H22), 2.06 (dd, J = 12.7, 3.8 Hz, 2H, H11), 1.49 (s, 9H, H25-H26-H27), 
1.44 (s, 6H, H13eq), 1.37 (s, 6H, H14ax). 
 
13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) δ 170.27 (Cq), 166.29 (Cq), 156.28 (Cq), 154.37 (Cq), 146.87 
(Cq), 135.51 (Cq), 131.36 (Cq), 129.78 (Cq), 128.07 (CH), 125.38 (CH), 124.90 (CH), 123.02 
(CH), 121.42 (CH), 81.24 (Cq), 81.19 (Cq), 42.69 (CH), 37.10 (CH3), 33.57 (CH3), 29.85 (CH2), 
28.47 (CH3), 27,49 (CH3). 
 
MS (ESI-TOF) [M+H]+: Calcd for C29H39N4O3S 522.71. Found 523.33. 
 
IR (cm-1): 3365 (N-H stretch), 2958-2851(C-H stretch), 1700 (C=O stretch), 1632-1602 (C=O 
stretch), 1543, 1477 (C-H methylene bend), 1453-1347 (C-H methyl bend), 1151 (C-O stretch), 
1106 (C-N ring stretch). 
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Synthesis of 16a : tert-butyl (4-(6-((1-oxyl-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-
yl)carbamoyl)benzo[d]thiazol-2-yl)phenyl)(methyl)carbamate 
 
 
 
Carboxylic acid derivative 13a (0.05 g, 0.130 mmol) was dissolved in dry CH2Cl2 in a Schlenk 
flask. TCFH (0.042 g, 0.143 mmol) and DIPEA (0.051 mL, 0.286 mmol) were then added and the 
reaction was stirred for 2 h. 4-amino-TEMPO (0.045 g, 0.26 mmol) was then added and the reaction 
was left overnight. The crude product was then directly purified by Flash Chromatography with a 
mixture of CHCl3/EtOH/NEt3 to obtain a white/red product (0.01 g, 14 %). 
1H NMR was recorded for the free radical derivative, missing signals are a result of the 
paramagnetic effect. 
1H NMR (300 MHz, CD3CN) δ 8.52 (s, 1H, H6), 8.10 (d, J = 8.5 Hz, 3H, H3-H17-H21), 7.95 (s, 
1H, H4), 7.48 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H18-H20), 3.29 (s, 3H, H22), 2.11 – 2.08 (m, 2H, H11), 1.47 (s, 
9H). 
 
HR-MS (ESI-TOF) [M+H]+: Calcd for C29H38N4O4S 538.2614. Found 538.2610. 
 
IR (cm-1): 3398-3356 (O-H stretch), 2970-2927 (C-H stretch), 1701-1697 (C=O carbamate), 1654-
1650 (C=O amide), 1598 (N-O stretch), 1364-1314 (C-H bend), 1152 (C-O ester), 1107 (C-N ring). 
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Synthesis of 16b: N-(1-oxyl-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-yl)-2-(4-
(methylamino)phenyl)benzo[d]thiazole-6-carboxamide 
 
 
 
Succinimide ester derivative 15b (0.02 g, 0.053 mmol) was dissolved in CH2Cl2, then TEA (8.4 
µL, 0.064 mmol) is added and the reaction mixture stirred overnight. The reaction is followed by 
TLC using ethyl acetate. When all the starting material is consumed, the reaction mixture is 
concentrated onto Celite and purified by Flash Chromatography in cyclohexane/ethyl acetate 
solvent system to obtain a yellow product (0.020 g, 87 %). 
Protocol for radical neutralization: The reduction was done according to the procedure described 
by Oaprina et al.: [3] a small amount of compound (2 mg) was dissolved in MeOD (~500 µL) with 
one drop of NH2NH2 for 2 hours at 40 °C. 
1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 8.38 (s, 1H, H3), 7.90 (d, J = 1.2 Hz, 2H, H4-H6), 7.90 – 7.86 (m, 
2H, H15-H19), 6.69 (dd, J = 8.8, 2.0 Hz, 2H, H16-H18), 4.44 – 4.32 (m, 1H, H10), 2.86 (d, J = 1.3 
Hz, 3H, H21), 1.88 (dd, J = 13.1, 3.5 Hz, 2H, H11eq), 1.61 (t, J = 12.3 Hz, 3H, H11ax), 1.25 (s, 
6H, H13), 1.21 (s, 6H, H12). 
 
13C NMR (101 MHz, CD3OD) δ 169.00 (Cq, C1), 163.43 (Cq, C8), 154.76 (Cq, C2), 135.38 (Cq, 
C7) 130.33 (Cq), 130.30 (CH, C15-C19), 127.00 (Cq), 126.63 (CH, C4), 122.88 (CH, C3), 122.26 
(CH, C6), 112.76 (CH, C16-C18), 122.13 (Cq), 60.08 (Cq, C22), 45.90 (CH2, C11), 43.10 (CH, 
C10), 32.82 (CH3, C12), 29.95 (CH3, C21), 20.35 (CH3, C13). 
 
HR-MS (ESI-TOF) (m/z): Calcd for C24H30N4O2S• 438.2089. Found 438.2081. 
 
IR: 3329 (O-H stretch), 2970-2929 (C-H stretch), 1635 (C=O amide stretch), 1606-1597 (N-O 
stretch), 1532-1430 (C-H bend), 1326-1312, 1273, 1177 (C-N ring stretch). 
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Parties expérimentales des chapitres IV et V. 
Determination of ε for NMA 
Two solutions of NMA.2HCl at 10 mM in ultrapure water are prepared. Each of this solution is diluted 
down to make three solutions of 1 mM in ultrapure water. And each of 1 mM-solution is diluted down to 
make three solutions of 20 µM of NMA in 50 mM HEPES at pH 7.2. All of these 18 solutions are titrated 
by UV-Vis using Agilent 8453 UV-Visible Spectroscopy system, each absorbance are reported and a mean 
is calculated to determine ε with the Beer-Lambert law. 
Determination of quantum yield (QY) Φ for NMA 
Φ for NMA is calculated using the following formula from Pure Appl. Chem., Vol. 83, No. 12, pp. 2213–
2228, 2011. 
 
Where   and  are the QY photoluminescence of respectively the compound and the standard. Fi and Fs 
are the integrated intensities (areas under curves: AUC) of sample and standard spectra, respectively (in 
units of photons); fs and fi are the absorption factor, the fraction of the light impinging on the sample that is 
absorbed (f = 1 – 10–A, where A = absorbance); the refractive indices of the sample and reference solution 
are ni and ns, respectively. 
The standard used here is quinine sulfate in H2SO4 at 0,5 M with λexc = 350 nm, λem = 450 nm and  
= 0,545. 
The formula above is used for only one concentration of compound. In the aim to have a better accuracy, 
we calculated Fx and fx for several concentrations of each compound. The value of  Fx  and fx were plotted 
for each concentration and the slopes respectively grad(Fx) grad(fx) were obtained and were inserted in the 
equation to obtain this new equation : 

 =
() ∗ () ∗ 

() ∗ () ∗ 



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Calculation of grad(Fi) grad(fi) for NMA  
13 solutions of NMA: 0, 5, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 200, 500, 800 and 1500 nM were prepared in 
HEPES 50 mM. Their emission spectra were recording with Fluoromax-4 from Horiba Jobin Yvon. Each 
AUC were calculated using the software provided. All AUC were plotted in function of concentration to 
obtain grad(Fi). 
grad(fi) is obtained by plotted 1 – 10–A for each concentration using A = ε.c.l from Beer-Lambert law. 
Calculation of grad(Fs) grad(fs) for quinine sulfate  
10 solutions of Quinine Sulfate : 0, 20, 40, 40, 60, 80, 100, 200, 500, 800 and 1000 nM were prepared in 
H2SO4 500 mM. Their emission spectra were recording with Fluoromax-4 from Horiba Jobin Yvon. Each 
AUC were calculated using the software provided. All AUC were plotted in function of concentration to 
obtain grad(Fs). 
grad(fs) is obtained by plotted 1 – 10–A for each concentration using A = ε.c.l from Beer-Lambert law. 
All the results are given in the table below: 
  NMA QS 
ε (103.M-1.cm-1) 29,2 5,7 
n 1,338 1,339 
grad(Fx) 987376 272128 
grad(fx) 6,55E+04 1,31E+04 
Φ 0,394 0,545 
 
Fluoresence measurements 
- ThT and NMA aggregation assay 
Amyloid beta peptides were bought from GeneCust (Dudelange, Luxembourg), with purity grade > 95%. 
Stock solution Aβ28 (sequence DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNK) peptide is prepared by 
dissolving the powder in NaOH 50 mM. and titrated  by UV-Vis at pH 12 (λ = 294 nm, ε = 2400 
L.mol-1.cm -1).  
In a 96-wells microplate (Greiner) were added HEPES buffer (50 mM), ThT (5, 10, 20, 50 µM), NMA (5, 
10, 20, 50 µM), NMA+ThT (10 µM), Aβ28 (500 µM) and ZnSO4 (250 µM). Fluorescence intensity was 
recorded every 5 min for a total duration of 52 hours using a ClarioStar plate reader (BMG Labtech) set at 
27 °C.  Three different fluorescence parameters were set as follows: λ exc = 440 nm, λ em = 490 nm ; λ exc 
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= 360 nm, λ em = 420 nm and λ exc = 360 nm, λ em = 490 nm ;  gain = 900, shaking at 200 rpm for 15 s 
before each measurement.  Modelled curves were produced using Kaleida Graph V4.5 software. 
-  K’d determination of NMA, Fc-BTA, HO-CH2-BTA and DA-BTA. 
Solution of NMA, Fc-BTA, HO-CH2-BTA and DA-BTA (C0 = 0.5 µM) were prepared in aqueous solution 
with HEPES buffer (50 mM) with 5 % ACN in the presence or absence of Aβ28 fibres (10, 50, 100 µM) or 
Aβ40 fibres (5, 10 µM). Each solution were incubated overnight at room temperature and then centrifuged 
(14,000 rpm, 30 min) to recover supernatant. Each emission spectra is then recorded using Fluoromax-4 
from Horiba Jobin Yvon and AUC were calculated with the software provided. AUC values in supernatant 
can be rely to the concentration of free ligand (Csupernatant) and ligand inserted in fibres (Cinserted) by comparing 
it with AUC value for C0. K’d is then determined assuming that 5 Aβ = 1 binding site for probes and 
concentration of free Aβ peptide is C(Aβ)total – 5.Cinserted to obtain the following equation: 
 
 
Electrochemistry  
Cyclic voltamograms and Square wave voltamograms were recorded on a Autolab PGSTAT302N at 25°C. 
A homemade system, provided by Damien Lemarchal team in Laboratoire d’Electrochimie Moléculaire, 
Paris, consisted of 10 electrochemical cells silkscreened on a plastic foil. This foil is electrically connected 
to a 30-pin connector connected to a 10-position switch itself connected to AutoLab. The scanning speed 
was 0.1 V.s-1 for CV voltamograms. For SWV voltamograms, the potential step was 1 mV, amplitude was 
0.1 V and pulse time was 0.01 s. Samples were prepared using a stock solution of Fc-BTA diluted down to 
20 mM in HEPES 50 mM in 5 % DMSO in the presence of absence of Aβ28 400 µM. Same procedure was 
done for Fc-hydro ligand. 
EPR  
Electron Paramagnetic Resonance (EPR) data were recorded using an Elexsys E 500 Bruker spectrometer, 
operating at a microwave frequency of approximately 9.76 GHz. Spectra were recorded using a microwave 
power of 5 mW across a sweep width of 12 mT (centred at 348 mT) with modulation amplitude of 0,1 mT. 
Experiments were carried out at 298 K. EPR samples were prepared from stock solution of TEMPO-BTA 
diluted down to 20 mM in HEPES 50 mM in 5 % DMSO with Aβ28 500 µM. 500 µL of this solution was 
put in flat cell for recording spectra. To trigger the aggregation 12,5 µL of a 10-mM solution of ZnSO4 was 
′! =
("(#$)%&%'( − 5. "+,-%,!). "./,-+'%'+%
"+,-%,!
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then add to the solution and spectra were then recorded each 10 minutes for 20 h. Last spectra was then 
recorded at 72h.  
 
NMR  
  
1D 1H experiments were recorded on a Bruker Avance600 NEO spectrometer equipped with a 5 mm triple 
resonance inverse Z-gradient probe (TBI 1H, 31P, BB). Spectra were collected at 298 K in D2O. Samples 
were prepared as follow: a 200µM-solution of Aβ28 peptide was prepared in phosphate buffer in D2O at pD 
7.3 and TEMPO-BTA (10 mM) in DMSO-d6 was added (0,5 ; 1 and 2 equivalents). 
Mass spectrometry experiment  
- Photolabelling procedure 
In a 96-wells microplate (Greiner) were added DA-BTA (20 µM), HCO3NH4 buffer (100 mM; pH 8), Aβ28 
(500 µM) and ZnSO4 (250 µM). Fluorescence intensity was recorded every 5 min for a total duration of 72 
hours using a ClarioStar plate reader (BMG Labtech) set at 27 °C. Fluorescence parameters were set as 
follows: λ exc = 360 nm, λ em = 420 nm, gain = 900, shaking at 200 rpm for 15 s before each measurement. 
When DA-BTA is fully inserted (plateau phase), wells were recovered into an 1mL-tube and were irradiated 
at 360 nm for 40 min using 4x9 W bulbs from NailStar professional device under soft agitation (100 rpm) 
in an iced-bath. Samples were then rinced with ultrapure water (2x200 µL). 
- Mass spectrometry experiment 
Spectra were recorded with LCQFleet mass spectrometer (ThermoFisher Scientific) with ion traps and 
Electrospray ionization as a source of ions. Samples (200 µL) after dilution in a mixture ACN/H2O 0,1 % 
HCOOH were directly injected in the device, at room temperature at a flow-rate of 10 µL.min-1. The mass 
spectrometer was used as a detector, working in the full scan positive mode between 150 and 2 000 Da. 
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Résumé 
La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative qui est la cause la plus fréquente de démence 
chez les personnes âgées. Il est proposé que celle-ci ait pour origine l’agrégation du peptide l’amyloïde-β (Aβ) qui, 
produit à l’état monomérique, est retrouvé sous formes de plaques séniles dans le cerveau des patients. Lors de 
l’agrégation, le peptide se retrouve sous plusieurs formes, dont les formes oligomériques qui présentent la plus 
grande toxicité envers les neurones. Bien qu’il existe une grande diversité de structures chimiques utilisées comme 
sondes des plaques séniles, le développement d’outils de détection des formes précoces du processus d’agrégation 
reste un défi scientifique majeur. Pour cela, il est nécessaire de connaitre à l’échelle moléculaire la nature du(des) 
site(s) d’interaction entre la sonde et le peptide. Ceci permettrait l’élaboration rationnelle de ligands plus 
spécifiques pour chaque forme du peptide Aβ (monomère, oligomère,…). 
Dans le cadre de ces travaux de thèse, la mise au point de synthèses modulaires de différents dérivés du motif 2-
aryl-benzothiazole connu pour son interaction avec les agrégats a été effectuée. Ces dérivés permettent l’étude de 
l’agrégation et de l’identification du(des) site(s) d’interaction par différentes techniques. 
Au cours de ces travaux, la synthèse et l’étude de quatre principaux dérivés du 2-aryl-benzothiazole ont été 
réalisées ; (i) un dérivé comportant une amine secondaire présentant des propriétés photophysiques intéressantes, 
obtenu en 11 étapes avec un rendement global de 23 % ; (ii) un dérivé avec un motif ferrocène pour des études en 
électrochimie, obtenu avec 13 % de rendement en 11 étapes ; (iii) un dérivé comportant un motif TEMPO 
radicalaire pour des études par RPE et RMN, obtenu avec un rendement 16 % en 10 étapes ; et (iv) un dérivé 
comportant un motif diazirine obtenu avec un rendement global de 8 % en 19 étapes pour une étude de marquage 
par photo-affinité (création d’un lien covalent après irradiation) suivi d’une étude par spectrométrie de masse. 
Outre les synthèses de ces sondes, des résultats préliminaires des études menées par études photophysiques, 
électrochimie, RPE, RMN et spectrométrie de masse seront présentées dans ce manuscrit.  
 
 
Summary 
Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease which is the most common cause of dementia in elderly 
people. It is proposed that it originates from the aggregation of amyloid-β peptide (Aβ), produced in the monomeric 
state, which is found as senile plaques in the brain of patients. During aggregation, the peptide is found in several 
forms, including oligomeric forms that are the most toxic to neurons. Although there is a wide variety of chemical 
structures used as probes for senile plaques, the development of tools to detect early forms of the aggregation 
process remains a major scientific challenge. To accomplish this, it is necessary to know, at the molecular level, 
the nature of the interaction site(s) between the probe and the peptide. This would allow the rational design of 
more specific ligands for each form of the Aβ peptide (monomer, oligomer,...). 
As part of this thesis work, the development of modular syntheses of various derivatives of the 2-aryl-
benzothiazole scaffold, known for its interaction with aggregates, was carried out. These derivatives allow the 
study of the aggregation and identification of the interaction site(s) by different techniques. 
During this work, the synthesis and study of four main 2-aryl-benzothiazole derivatives were carried out; (i) a 
derivative containing a secondary amine with interesting photophysical properties, obtained in 11 steps with an 
overall yield of 23%; (ii) a derivative with a ferrocene unit for electrochemistry studies, obtained with 13% yield 
in 11 steps; (iii) a derivative with a radical TEMPO moiety for EPR and NMR studies, obtained with a 16% yield 
in 10 steps; and (iv) a derivative with a diazirine unit obtained with an overall yield of 8% in 19 steps for 
photoaffinity labelling study (creation of a covalent bond after irradiation) followed by mass spectrometry analysis. 
In addition to the syntheses of these probes, preliminary results of studies conducted by fluorescence, 
electrochemistry, EPR, NMR and mass spectrometry will be presented in this manuscript. 
 
